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に用いられる出芽酵母 Sachromyces cerevisiae を用い、解析対象の環境として、それら
の物質生産過程で酵母細胞が曝され生産効率の低下を引き起こすエタノールや浸透圧
ストレスについて研究を行った。





























境下で多くの遺伝子の発現制御に関わるシスエレメント S仕es response elment (STRE) 
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バイオマスを原料とし、バイオエタノール(Li n and Tank ， 206; Hahn-gerdl et al.， 






も酸化ストレスや低 pH ストレスなど様々なストレス環境下に酵母は曝される (Atfield ，





グを繰り返しすことにより行われてきた。この方法により、エタノール耐性株(N itta et 







も、それ以外の不要または有害な性質も細胞に付与されることも多い (Ohnishi et al. ， 
20) 。























し、る (Ohnish et al. ， 205) 。
DNA マイクロアレイの開発は、細胞内の全ての遺伝子の発現量の測定を可能とした
(Schena et al. ， 195; DeRis et al. ， 197) 。解析環境下において発現量が増加した遺伝子は
その環境下において重要な機能を担っていると期待される。そこで、そのような遺伝子
を破壊や過剰発現することによりストレス耐性能や物質生産能の向上など細胞の育種
が行われている(I maizu et al. 205; Bro et al. ， 205; Hirasw et al ， 206a) 。
コンビュータシミュレーションにもとづく育種も行われている。既知の代謝反応やゲ
ノム配列にもとづき推定した代謝反応などを組み合わせることで、細胞内の全代謝反応
をコンビュータ上で、再構築し、 in silico で細胞内の代謝反応を予測する方法が開発され
た (Genom-scale model ， Edwars and Palson ， 20; Fδrster et al. ， 203) 。このモデルを用
いることで、予め的 silico で代謝反応の削除(遺伝子の欠損)や追加(遺伝子の導入)に
よる物質生産能の変化を予測することが可能である。この方法を利用して、スレオニン





法が開発された (gTME; global 仕組scription machinery enginering) 。この方法を用いてエ
タノールや浸透圧ストレス耐性株の育種が行われている (Alper et al. ， 206; Alper and 
















1. 4 DNA マイクロアレイによる遺伝子発現解析
DNA マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現情報の解析原理を紹介する。 DNA を
構成する塩基成分には、アデニン (A) 、チミン (T) 、グアニン (G) 、シトシン (C) の 4
種類が存在し、 A とT、G とC がそれぞれ水素結合を形成する。 DNA マイクロアレイ




発現量として測定する。現在利用されている DNA マイクロアレイには主に 2 種類存在
し、スタンフォード型アレイ (Schena et al. ， 195; Shalon et al. ， 196) とAfimetrix 社によ
るGen Chip (Lockhart et al. ， 196) がある。スタンフォード型の DNA マイクロアレイは、




る。主に 2 種類の RNA サンプルにおける遺伝子発現量の比の解析に用いられる。具体
的には、 2 種類の細胞から RNA を抽出し、逆転写することで cDNA を作成しそれぞれ
異なる蛍光色素で標識する。蛍光標識した 2 種類の cDNA をマイクロアレイ上のプロー
プと競合的にハイプリダイゼーションさせる。各スポットについて 2 種類の蛍光強度を
測定し、その蛍光強度比をそのプロープに対応する遺伝子の両サンフ。ルにおける遺伝子
発現量比として用いる (Fig. 1. 1)0 Afimetrix 社による Gen Chip は、プロープとして各
遺伝子に特異的な配列に相補する 25 mer 程度のオリゴ DNA をシリコン基盤上で光リソ
グラフィー技術 (Fodr et al. ， 191) により合成したものである。スポット操作が必要で
ないため、スタンフォード型と比べ高密度にプロープが配置されている。 Gen Chip で
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Fig. 1.1. D N A マイクロアレイを用いた実験例。 (A) 2 種類のサンプルから mRNA を抽
出し、逆転写により cDNA を合成する。この時、それぞれのサンプノレを異なる蛍光
色素 (Cy3 と Cy 5) により標識する。 DNA マイクロアレイ上には、解析対象の遺伝
子と相補配列の核酸プロープがスポットされており、標識した cDNA をプローブと
ノ、ィブリダイゼーションすることで、両サンプルが核酸プロープと競合的に結合す
る。各スポッ トについて 2 種類の蛍光色素の蛍光強度を測定し、その蛍光強度の比
を対応する遺伝子についての 2 サンフ。ルの遺伝子発現量の比として用いるG 例えば、
2 種類のサンプノレをストレスに曝す前後の細胞を用いる ことで、ストレスによる遺伝
子発現変化を解析することが可能である。 (B) 実際の DNA マイクロア レイ (Ye 酪 t
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の例として、大腸菌において定常期に発現量が増加した rmf 遺伝子の破壊によるリジン
高生産株の育種(I maizum et al. 205) 、ガラクトース取込み効率の異なる酵母の遺伝子
発現量を比較し、取込み効率が高い酵母でより高発現している遺伝子を取込み能の低い
酵母で過剰発現させたことによるガラクトース取込み能を向上させた酵母の育種 (Bro
et al. ， 205) 、酵母において浸透圧ストレス環境下で発現量が大きく増加した遺伝子の過
剰発現による浸透圧ストレス耐性の育種 (Hirasw et al ， 206a) 、酵母を用いた乳酸生産
過程において発現が大きく増加した遺伝子の破壊による乳酸高生産株の育種 (Ookub








































































を行うトランスエレメントをコードする MSN2 とMSN4 の二重欠損はストレス感受性を
引き起こすことや (Martinez et al. ， 196; Kandro et al. ， 204; Domitrvc et al. ヲ206) 、スト
レス耐性に必要な多くの遺伝子の発現量の制御に関わっていることが報告されている
(Kandro et al.， 204) 。このようなことから、 STRE と遺伝子発現変化の関連性を理解す
ることはストレス環境下における遺伝子発現制御の基礎的な理解につながる。そこで、
















Fig. 1. 2. 本論文の概要













出芽酵母 Sachromyes cerevisiae はビールやワインなどのアルコーノレ飲料の生産や、
近年ではバイオエタノーノレの生産などに用いられる有用な微生物である。それらの物質
生産過程において、酵母はエタノールや浸透圧、酸化ストレスなど様々なストレス環境





(You et al. ， 203) 、 トレハロースの蓄積 (Kim et al. ， 196; Lucero et al. ， 20) 、核からの








情報にもとづく細胞育種が行われ、成功例が報告されている(I maizu et al. ， 205; 













































本章で用いた酵母菌株と大腸菌株を Table 2.1 に示す。酵母の 1遺伝子破壊株コレク
ションは Open Biosytem (USA) より購入した。




FY834 (Winsto et al. ， 195) 
IF02347 
BY4739 (Winsto et al. ， 195) 
BY4742 (Winsto etal. ， 195) 
Yeast MAT alpha deletion strain 





MA Ti αgal2 
MA Ti αhis l1 20 ura3-52 leu2 l1 1 lys2 l1 20 trp 1l1 63 
Not detrmined 
MA Ti αleu2 l1 0 lys2 l1 0 ura3 l1 0 
脳 Ta his3 l1 1Ieu2 l1 0 lys2 l1 0 ura3 l1 0 
ORF: Kan .ll1X'" based on BY4739 and BY4742 
recA1 ， en 必 1，gyrA96 ，的ι1，hsdR17 伶 mK つ，e14 
仰crA -)， supE4 ， relA1 ， l1 (l ac-proA 旦)/F'[traD36 ，
proAB+ ， lac f!， lacZ l1 M15J 
酵母の培養には、 YPD 培地 (1 % Bacto yeast extract 、2% Bacto petone 、2% glucose) を
用いた。目的に応じて YPD 培地に G418 (終濃度 150μ g/ mL) や aureobasidn A (終濃度
250 ng/ mL 、TakrBio) を添加した。酵母のトリプトファン栄養要求性の回復試験には
SD 培地 (0.67% Yeast nitrogen base without amino acids 、2% glucose 、0.3 7% leucine 、0.7%
lysine 、0.7% histidine 、0.7% uracil 、0.7% 句rptophan) を用いた。寒天培地を作成する
際は Agar (Wako Pure Chemical) を 2% (w/v) となるように加えた。
大腸菌の培養には、 Lenox (L) 培地(1 % Bacto polyeptone 、0.5% Bacto yeast extract 、
0.5 % NaCl 、0.1% glucose) を用いた。プラスミドを保持した大腸菌の培養には L 培地に
ampicilin (終濃度 50μ ，g/ mL) を添加した。寒天培地を作成する際は Agar を1. 5% (w/v) と
なるように加えた。
2.3 酵母の培養
-80 0 C で保存した菌体を、必要に応じ抗生物質を加えた YPD 寒天培地に画線植菌し、
30 0 C で 3 日間静置培養した。シングルコロニーを 5mL の YPD 液体培地を入れた試験
12/37 
管に植菌し、前培養として 30 0C で 24 時間振とう培養した(1 40 stroke/min) 。前培養液
1 mLを 10 mLの YPD 液体培地を入れた 500mL 容坂口フラスコに植菌し、 30 0C、140
stroke/min で振とう培養を行った。増殖は分光光度計 UV min-1240 (Shimadzu) を用い
吸光度 (OD 60 ) により測定した。なお、培養途中に酵母にストレスを与える際は、対数
増殖中期に当たる、 FY834 株においては培養開始 5時間後、 IF02347 株においては培養
開始 4 時間後に、終濃度が 5、6、7、8% (v/v) となるように、それぞれ 25 、30 、35 、40%
(v/v) エタノー ノレ 25mL を培地に添加した。また、ストレスを与えない際は、滅菌水 25
mL を培地に添加した。
2.4 1 遺伝子破壊株のエタノール感受'性の評価
酵母の生育に必須でない遺伝子の l 遺伝子破壊株セット Yeast MAT alpha colection 
(Open biosytems) を用いて l遺伝子破壊株のエタノール感受性評価をした。 -80 0C で保
存した l遺伝子破壊株を室温で融解し、 10μL の YPD 液体培地を入れた 96 ウエノレマイ
クロタイタープレート(以下 96 ウェルプレート。 Cornig) に植菌し、 30 0C で 1 日静置
培養をした。 10μL の YPD 液体培地を入れた 96 ウェルプレートに 160 倍希釈した前培
養液を植菌し、 30 oC で静置培養し、 1 時間毎に残留農薬測定装置プレートリーダー
(HORIBA) で 495 nm の吸光度 (OD 495 ) を測定し、菌体濃度として用いた。プレートリ
ーダーによる測定で、は培養液を希釈せずに測定を行っているため、高菌体濃度による吸
光度の非線形性を補正する必要がある。そこで、複数の菌体溶液について、プレートリ
ーダーで OD 495 を測定し、一方で、同一菌体溶液を適宜希釈して分光光度計 UV
min-1240 により OD 60 を測定した。両吸光度より、マイクロプレートリーダーの吸光
度の補正式を計算した(式 [2.1])0 OD はプレートリーダーの OD 495 を、 OD' は OD 60 に
相当する補正後の OD を示す。
OD' = 9.7302 x OD 2 + 3.643 x OD + 0.1 789 [2.1] 
本培養においてエタノールストレス環境を作製するにあたっては、培養開始時に終濃
度が 5 % (v/v) となるようにエタノールを添加し、エタノーノレの有無による生育の差を観
察することで、破壊株のエタノール感受性を評価した。
2.5 DNA マイクロアレイ解析
酵母を 10mL の YPD 液体培地を入れた 500mL 容坂口フラスコで振とう培養し、対
数増殖中期に終濃度が 5% (v/v) となるようにエタノールを添加した。エタノーノレ添加
前および添加後 15 、30 、60 、120 、180 分において全菌体を遠心により集菌し、液体窒
素により凍結させ、 RNA 抽出を行うまで-80 oC で凍結保存した。
酵母からの total RNA の抽出には Hot phenol 法を用いた (Kohre and Domdey ， 19) 。
得られた total RNA を、添付のプロトコルに従い、 RNeasy Min Kit (Qiagen) により精製
した。
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DNA マイクロアレイ解析は Yeast Gen Chip ver .2 (DNA Chip Resarch) を用いた。な
お、逆転写による蛍光標識 (Cy3 ・Cy5 標識)cDNA の作成には 25 問の total RNA を用
いた。蛍光標識 cDNA の作成、ハイブリダイゼーション、および洗浄はマイクロアレイ
添付のプロトコルに従って行った。各スポットの蛍光強度の測定には GenePix™ 40A 
(Axon Instruments) および GenePix™ Pro ver.3.0 so 貴ware (Axon Instruments) を用いた。得
られた蛍光強度のデータは蛍光色素の特性による影響を除くために、局所重みつけ線形




自己組織化マップ (SOM; Self organizng map) は生物の連想記憶にまつわる脳細胞の
自己組織化機能をモデ、ノレ化したものであり、多次元のデータを類似度により 2 次元平面










た Batch-learnig SOM を適用した (Kany et al.， 201)0 SOM のクラスタリング解析に
おいては、クラスタ数(ニューロン数)を決定する必要がある。クラスタ数決定の指標
として、入力データに対するモデルの良さを示す赤池情報量基準 (AIC : Akaie's
information criterion 、Akaie ，1974) を用い適切なサイズを決定した。
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The most similar neuro 
to the input data is 
selected as winer neuro 
Winer neuron and its neighbor 
neurons are update to become 
similar to the input data 
Fig.2 ユ自己組織化マップ (SOM) によるクラスタリング。設定した数のニューロン
が格子状に配置され、それぞれのニューロンが代表ノ号ターンをもっている。データが









わせの距離の平均値により定義される (Fig. 2.3)。具体的には、クラスタ A (C A ) にN A
個のデータ X Aが含まれ、クラスタ B (C B) にN B個のデータ X Bが含まれるとき、クラス
タA とクラスタ B の距離は式 [2 .2]により計算される。 D(C A，C B )および d(X A，X B )はそ
れぞれのデータ聞の距離を示す。なお、本研究では、 d(X A，X B )の距離の計算にはピアソ
ンの相関係数を用いた。
D(CA ，CB)=-LZZd(XJB) 
NAN B ん eC A XBeC B 
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[2 .2] 
クラスタA(C A ) クラスタB (C B ) 
N A =4 N B =4 
Fig.2 .3.群平均法を用いた階層的クラスタリングにおけるクラスタ間の距離。クラス
タ A (C A ) にN A 個のデータ X A が含まれ、クラスタ B (C B ) にN B 個のデータ X B が含
まれるとき、クラスタ A とクラスタ B 間の距離は、各クラスタに含まれる全データ
の全ての組み合わせにおける距離の平均値により計算される。
2.6.3 自己組織化マップと階層的クラスタリングを組み合わせ DNA マイク
ロアレイの誤差を考慮したクラスタリング方法

































Fig. 2.4. SOM と階層的ク ラスタリングを統合した ONA マイクロアレイの実験誤差を
考慮したクラスタリ ング方法。(A) ONA マイクロアレイにより取得した遺伝子発現
の経時変化情報。横軸はタイムポイン トを示し、縦軸は遺伝子発現量を示す。 (B) SOM 
によるクラスタリング結果。 SO M マップサイズは赤池情報量基準によって決定した。
各クラスタに示す発現パターンはそのクラスタに含まれる遺伝子の平均発現パター
ンを示す。 (C) 階層的クラスタリングによる SOM により得られたクラスタのクラス
タリング。 SO M のクラスタリング結果における ONA マイクロアレイの実験誤差の
影響を評価し、決定したクラスタ聞の類似度の閥値より類似した発現パターンを示す
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2.7 遺伝子組換え実験
2.7.1 FY834 株のトリプトファン合成酵素遺伝子 TRPl の復帰株の構築
FY834 株では、 TRPl 遺伝子の一部(約 60 bp の EcoRI - HindI 領域)が欠損してい
る (Fig. 2.5 、Winzelr et al. ， 19) 。そこで、欠損部を補完するために S28c 株の TRPl
遺伝子の開始コドンから上流 103 base に対合するプライマ~TRPI-5'(2) と TRPl 遺伝子
の γ末端側に対合するプライマーTRPI-3' (Table 2.2)を用いて、 Z-Taq ポリメラーゼ
(Takra Bio) により PCR 増幅し、得られた TRPl 遺伝子断片を Wisard SV gel and PCR 
clean-up sytem (Promega) により精製した。精製した PCR 産物を酢酸リチウム法 (Gietz
and Wods ， 20) により FY834 株に導入し、トリプトファンを含まない SD 培地に塗布
した。得られた形質転換体から染色体 DNA を抽出し、この染色体 DNA を鋳型として、
TRPl 遺伝子の両端に対合するプライマ~TRPl-夕、 TRPI-3'を用いた PCR 増幅により、





TRPl-5' -・ E・- TRPl TAG 
援協貌巌務後初
Ec oRI 103 bp 512 bp 腕 IIIτ; ，













(Takra Bio) をもとにして、 pAUR123 の酵母細胞内で環状プラスミドとして複製するた
めに必要な CEN4-ARSl 領域を欠失させた酵母染色体組込み型 (Ylp 型)発現ベクタ-
pAUMCENARS を構築した。 pAUR123 を制限酵素争eI 圃 Bg lII で処理し、 T4DNA ポリ





過剰発現対象の遺伝子は、FY834 株あるいは S28c 株の染色体を鋳型として、Table 2.3 
に示すプライマーを用いて PCR 増幅した。 PCR 産物を Wizard SV gel and PCR clean-up 










伝子AURI-C( 酵母のAURl 遺伝子の変異型アリノレ)内部で 1か所切断して酵母細胞に導
入することで、染色体上の AURl 遺伝子とプラスミド上の AURl ・C 遺伝子において相同
組換えを起こし、染色体に組み込まれる (Fig. 2.6) 。染色体への組み込みの確認は、形
質転換体の染色体を鋳型として、また酵母染色体上の AURl 遺伝子の上流に対合するプ
ライマーAUR1Fwd と、pAUMCENARS のADHl 遺伝子のプロモータ領域に対合するプ











民1ulti- c1 onir 凹ng sites 
PADHl A TADH l 
- • ~・・
AUR lI AURI-C AURI-C/l 
Fig. 2.6. pAU RL¥. CENARS を用いた遺伝子過剰発現株の構築。出芽酵母由来の AD H1
遺伝子のプロモータ (P ADHl ) とターミネータ (T ADl) の聞に過剰発現対象の遺伝子
をクローニングすることで、対象遺伝子は AD Hl プロモータにより恒常的に高発現す
る。 AURI-C 遺伝子内部で l か所切断される制限酵素で処理して線状にし、酵母菌体
に導入されることで、染色体 DNA 上の AURl 遺伝子と相同的組換えによりプラスミ
ドが染色体内部に組み込まれる。矢印は pAUR t. CENARS の染色体への組み込みの確





プライマー配列(5' >ー 3') 制限酵素
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トリプトファン合成酵素遺伝子 TRP2、 TRP3、 TRP4~ TRP5 および、コントロールと
してアクチンをコードする ACTJ 遺伝子の発現を検出するためのプロープを作製した。
TRP2 、TRP3 、TRP4 、TRP5 は Table 2.3に示すプライマー を、 ACTl は Table 2.4に示す
プライマーを用い、 FY834 株の染色体 DNA を鋳型として PCR を行った。 PCR 産物を
WizardSV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) により精製し、約 l同の精製 PCR 産
物を用いてフルオレセイン標識プロープを作製した。
ホットフェノール法により調製した FY834 株と IF02347 株のそれぞれの total RNA20 
陀をホルムアルデ、ヒド変性ゲル電気泳動に供した。泳動したゲ、ルをアルカリで処理し
た後、ゲルからキャピラリープロッティングにより RNA のメンブレンへのトランスフ
ァーを行った。メンブレンは Hybond- N" (Amersham) を用いた。そして、 Gen Images 
Random 開 Prime Labe l1i ng and Detcion System (GE Healthcare) 付属のプロトコノレにしたが
って、ハイブリダイゼーション、メンブレンの洗浄および転写産物の検出を行った。検
出には X 線フィルム (Hyper fi1 m-MP; Amersham Bioscinces) を用いた。現像した X 線フ
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イルムを Image Scaner (Amersham Bioscines) により画像として取り込み、 Scion Image 
(Scion) を用いて転写産物のバンド強度の数値化を行った。
Table 2.4. AC Tl 遺伝子のプロープ作成に用いたプライマー





2. 9. 1 細胞内アミノ酸の抽出
-80 0 C で保存した菌体を、 YPD 寒天培地に画線植菌し、 30 0 C で 3 日間静置培養した。
シングノレコロニーを 5mL のYPD 液体培地を入れた試験管に植菌し、前培養として 30 0 C
で 24 時間振とう培養した(1 50 stroke/min) 。前培養液 1 mL を 10 mL YPD 液体培地を入
れた 50 mL容坂口フラスコに植菌し、 30 0 C で、振漫培養を行った。 FY834 株において
は培養開始 5 時間後、 IF02347 株においては培養開始 4 時間後に、培養液 10mL を回収
し-80 0C で冷やした 75% メタノール 20 mLと混合させることで、代謝反応のクエンチ
を行った。 480 叩m で 5 分間遠心し、上清を除去した後に、 -20 0 C で冷やした 50% メ
タノー ノレ 20 mLを加え懸濁し、再び 480 中m で 5 分間遠心した。上清を除去した後、 l
mLの滅菌水にペレットとなった菌体を懸濁し、 30 分間煮沸した。その後遠心し、その
上清を細胞内アミノ酸測定に用いた。
2. 9. 2 誘導体化
アミノ酸の誘導体化は Bidlngmeyr ら(1 984) の方法にもとづき行った。試験管 (6 x 
50mm) を 6N 塩酸により洗浄し、 M i11 i-Q でさらに洗浄した。試験管をエタノールで再
洗浄した後、減圧乾燥した。乾燥した試験管にエタノール (HPLC グレード) :水 :TEA
(triethylamine) の 2:2:1 混合溶液を 20μL 加え、測定サンプルを 10 ~ 10μL 加え、さら
に内部標準としてノルロイシン (50 pmonl 件)を加えた後、再び 3 ~ 4 時間、減圧乾燥
した。乾燥した試験管にエタノール (HPLC グレード) Water TEA PITC 
(phenylisothiocyante) の 7:1:1:1 混合溶液を 20μL 加えボ、ルテックスにより混合した。室
温で 20 分間放置し反応させphenyltiocarbmyl (PT C)アミノ酸に誘導化した後 (Fig ユ7) 、
5~6 時間真空乾燥を行った。乾燥した試験管に 60 mM酢酸ナトリウム (pH 6.0) :アセ
トニトリルの 94:6 混合溶液を 10 μL 加え、 HPLC のサンブρルとした。直ちに測定に用
いない時は、乾燥状態で 4 oC で保存した。乾燥した試験管に 60 mM酢酸ナトリウム
(pH 6.0) :アセトニトリルの 94:6 混合溶液を 10μL 加え、 15 分間室温で反応させた。
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サンフ。ノレをフィノレター ろ過し (Cosmnice Fi1 ter W 0.4 5μm ， Naclai) 、10 μL を High
perfomance liquid chromatgrphy (HPLC) の測定に用いた。
。一 + N | →。叩ー い山-COOH
Fig. 2.7. PITC によるアミノ酸の誘導体化。 PITC のアミノ酸の誘導体化はエドマン反




HPLC の溶離液は、フィルターろ過した 60 mM酢酸ナトリウム (pH 6.0 、酢酸で調整)
とアセトニトリル (HPLC グレー ド、 Kanto chemical) を、 94: 6 (溶離液 A) および 40: 60 
(溶離液 B) で混合し、脱気しすることで作成した。 HPLC 分析には L-5.20 Inte l1i gent 
Pump (目立ハイテクノロジーズ)を用い、溶離液 A:B が 20 分間で 10: 0 から 30: 70 
にな石線形勾配によりサンプルを溶離し、 L-40H UV Detctor (日立ハイテクノロジー
ズ)を用いて波長 254nm で検出した。カラムは Wakos i1 PTC (φ4.0 mmX250 mm) アミ
ノ酸分析用カラム (Wako Pure Chemical) を使用した。
誘導体化したアミノ酸を HPLC で測定し、各アミノ酸とノルロイシンのピーク強度の
比を求めた。また、 20 、10 、50 、10 pmo l/ μL に希釈した標準アミノ酸 (Amino Acids 
Standard Solution 、Wako Pure Chemical) および L- トリプトファン、内部標準物質である




遺伝子機能情報について、 Munich In formation Centr for Protein Sequnces (MIPS) デー
タベース (ht 中:/ /mips.gs f. de/ genre/pro j/ yeastl) における Functioal Catlogue (FunCat ， 
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式 [2.3] において、 N は全ての遺伝子数、 M は全ての遺伝子に含まれる解析対象のカ





実験室酵母 FY834 株と清酒酵母 IF02347 株のエタノールストレス耐性の評価を行っ
た。両株を YPD 液体培地で培養し、対数増殖中期に終濃度が 5、6、7、8% (v/v) とな
るようにエタノールを培地に添加した。その後の増殖を測定し、エタノーノレ耐性の評価
として比増殖速度を計算した (Fig.28) 。その結果、 8% エタノール環境下で、は両株の比
増殖速度に違いは見られなかったが、その他のエタノール濃度では FY834 株より
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Fig. 2.8. FY834 株と IF02347 株の生育に対するエタノール添加の影響。 YPD 液体培地
にて実験室酵母 FY834 株および清酒酵母 IF02347 株を対数増殖中期 (OD 60 今 1)ま
で培養した後、終濃度が 5、6、7、8% (v ん)となるようにエタノールを添加し、培養
を行った。 (A) は両株の菌体濃度 OD 60 の経時変化を示す。・はエタノーノレを添加し
ない非ストレス環境下における培養結果を、ム口く〉マはそれぞれ、終濃度が 5、6、7、




FY834 株と IF02347 株の 5% エタノール環境下における遺伝子発現情報を DNA マイ
クロアレイにより解析した。両株を YPD 液体培地で培養し、対数増殖中期に終濃度が
5% エタノールとなるように添加した。添加直前及び添加後 15 、30 、60 、120 、180 分後
の菌体から to 匂lRNA を抽出し、 DNA マイクロアレイによりエタノール添加前に対する
添加後の各タイムポイントにおける遺伝子発現量の変化を解析した。







と考えた。そこで、 FY834 株と IF02347 株の遺伝子発現情報に存在する発現の経時変化
パターンを抽出するために、遺伝子発現の経時変化パターンの類似度にもとづき遺伝子
をグループ化するクラスタリング解析を行った。クラスタリングには、 2ユ9.3節に示す





において、エタノール添加直前 O 分から添加 15 分後の遺伝子発現量の変化を考慮に入
れるため、エタノーノレ添加直前における遺伝子発現量を一定として、 O 分のタイムポイ
ントのデータとして 1 を加えたデータを作成した。こうして得られた FY834 株と
IF02347 株の遺伝子発現の経時変化をつなげたデータを SOM によりクラスタリングし、
729 (27X27) のクラスタを得ミた。




アレイデータの誤差の影響にもとづき、 SOM のクラスタを HC によりさらにクラスタ
化することとした (Fig. 2.4 )0 HC によるクラスタ数決定の闘値を計算するために、まず、





聞の類似度を全ての遺伝子について計算し、その類似度の高い上位 N % のデータが含ま






で、 SOM のクラスタリングを誤差の影響を考慮し HC によりさらにクラスタ化する際
に用いる関値を 0、60 、70 、80 、90 、95% と変化させ、各闘を用いて HC を行い、得ら
れたクラスタリング結果の評価を行うことで、適した関値の決定を試みた。各関値によ




















こうして計算した 2 つのクラスタリングの評価の指標と、 HC によるクラスタ数の決
定に用いた関値との関連性を解析した (Fig. 2.9) 。その結果、闘値を高くするに従い
re- c1 ustering rate の値も高くなり、誤差の影響に対し頑健なクラスタリングになることが
示された。一方で、関値を高くするに従い averg of corelation coeficient の値は小さく
なり、関値が 80% より高くなるとその低下の傾きが大きくなることが分かつた。 averg
of corelation coeficient の低下は、同じクラスタに異なる発現パターンを示す遺伝子が
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多く含まれることを示し、クラスタリング結果からの情報抽出が困難になる。これらの
ことより、 80% の闘値を用いたクラスタリング結果は、 DNA マイクロアレイの実験誤
差に対し比較的頑健であり、発現パターンの類似した遺伝子のみをクラスタ化する精度





ル環境下における FY834 株と IF02347 株の遺伝子発現情報の SOM による 729 のクラス
タを、マイクロアレイの実験誤差を考慮し HC によりさらにクラスタ化した結果、 29
のクラスタが得られた。各クラスタに含まれる遺伝子発現の経時変化を Fig.2 .1 0 に示し
た。
O 
o 20 40 60 80 10 
Threshold ofsimilarity (%) 
Fig.2.9. クラスタ数決定に用いた関値のクラスタリング結果への影響。・は average
of corelation coeficient を示し、企は re-clustering rate の値を示す。クラスタ数決定
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Fig .2. 10 エタノール環境下における遺伝子発現情報のクラスタリング結果。 29個の
各ク ラスタに属する遺伝子の発現パターンを示す。各グラフの縦軸はエタノー/レ添み 日
前に対する添加後の遺伝子発現量の比の Log 2 の値を示 し、横軸はエタノール添加後





FY834 株と IF 02347 株のエタノール環境下における遺伝子発現の経時変化情報のク
ラスタ リング結果から (F ig 2.10) 、遺伝子の過剰発現によりエタノーノレ耐性酵母を育種
するための候補遺伝子を抽出するにあたり、 (1) エタノール耐性に必要な遺伝子はエタ
ノール環境下で発現が増加する、(2) エタノール耐性に関連する遺伝子はエタノール耐
性能の異なる FY 834 株と 1F02347 株において遺伝子発現変化が異なる、と推測した。
この仮定に一致するクラスタとして、 Fig.2 .1I に示す 3 つのクラスタ(N o.10 、27 、7) を
選択した。各クラスタの特徴と して、クラスタ N o. 10 は、エタノール耐A性能の高い
IF02347 株でのみ発現量が増加した遺伝子のクラス夕、クラスタ NO .27 は、両株で発現
量が増加 したがエタノール耐性能の高い IF02347 株でより発現量が増加した遺伝子の
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クラス夕、クラスタ NO.7 はエタノール耐性能の低い FY834 株でのみ発現量が増加した











2.5-2.7) 。クラス夕 No.l 叩O に多く含まれる遺伝子機能として、“‘Meta 油bo叶lism 0ぱfmethi 吐10叩nie"
“叩恥Me伽et胞a油b加olism 0ぱf gl防ycine ザ"、“ Meta 油holi おsm 0ぱf serine" のアミノ酸合成機能が選択された。これ
らのアミノ酸とエタノール耐性の関連性は明らかとなっていないが、ストレス環境下で
はアミノ酸の培地への添加や細胞内への蓄積がストレス耐性を向上させることが報告
されている (Takgi et al. ， 205; Pandey et al.， 207) 。“Purine nu c1 eotide anbolism" は細胞
内の ATP 合成に関連している。エタノーノレ環境下で、は細胞内が酸性化され (Rose and 
Sa-Coreia ， 196) 、細胞内 pH の恒常性を保つため、細胞内プロトンを WV-ATPase によ
り液胞に輸送することがエタノール耐性に重要な役割を担うと考えられている (F 吋ita
et al. ， 206) 。このプロトン輸送は ATP を必要とするため、細胞内 ATP 濃度が高いほど、
WV-ATPase によるブpロトン輸送が活性化しエタノール耐性の向上につながると推測さ
れる。“Li pid ，fat 句racid and isoprenoid metabolism" に関しては、エタノール耐性には細胞
膜の脂肪酸組成が関連していることや (You et al. ， 203) 、エタノール耐性酵母で、は細胞
膜のエノレゴ、ステロール量が高いことが報告されている (Cast i11 o Agudo ， 192) 。このよう




クラスタ NO.27 に含まれる遺伝子が多く含まれる遺伝子機能として、クラスタ No.10
でも選択されたエタノール耐性に関連する“Li pid ，fa 句r acid and isoprenoid metabolism" 
が選択された。“Stres response" にはトレハロース合成に関連する TPSl が含まれてい
た。トレハロースについては、細胞内トレハロースの量の増加がエタノール耐性の向上
につながることが報告されている (Kim et al. ， 196; Lucero et al. ， 20) 。これらの遺伝子
発現量が IF02347 株で FY834 株より発現量の増加比が高いことが、 IF02347 株のエタ
ノール耐性につながっている可能性が考えられた。
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クラスタ No.7 に含まれる遺伝子が多く含まれる遺伝子機能と して、 “Metabolism of 
glutamine" 、“Metabolism of argin ine "、“Metabolism of aspartate "、“Metabolism ofmethin "、
“Biosynt he sis of phenylani ピ¥ “Metabolism of tryptophan "、
“Metabol ism of histidine "の機能カテゴリが選択され、多くのアミノ酸合成に関連する遺
伝子が含まれていることがわかった。しかし、これらの情報のみでは、これらのアミノ
酸とエタノールストレス耐性の関連性は明らかではなく、さらなる解析が必要である。
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Fig . 2.1 エタノール耐性酵母の育種候補遺伝子として選択したクラスタ。縦軸はエ
タノール添加前に対する添加後の遺伝子発現比の Log 2値を、横軸はエタノール添加




Table 2.5. クラスタ No. lOに含まれる遺伝子に多く含まれる遺伝子機能カテゴリ
MIPS functional No. of gens in cluster No. of all gens 
category number 
MIPS functional category p-value 
No. 10 (1 02) (612) 
01. 01. 06.05 Metabolism of methione 1. 95 x 10- 5 6 35 
01. 01. 09.01 Metabolism of glycine 2.3 2 x 10 -4 3 8 
01. 01. 09.02 Metabolism of serine 1. 11 x 10 -4 4 16 
01. 02.0 1. 11 Sulfate asimilation 4.71 x 10 --6 4 8 
01. 03.0 1. 03 Purine nucleotide anbolism 1. 85 x 10- 8 8 30 
01. 05.01 C-compund and carbohydrate utilization 3.67 x 10 -4 16 37 
01. 06 、Li pid ，fat 句， acid and isoprenoid metabolism 2.94 x 10- 7 18 268 
01. 07 Metabolism of vitamins ， cofactors ， and prosthetic groups 5.8 X 10- 3 8 164 
16 .21. 07 NAD /N ADP bindg 2.14 x 10 -4 5 34 
20. 1. 01. 01. 01 Heaη'metal ion transport (Cu ， Fe ， etc.) 1. 76 x 10- 5 7 51 
20. 1. 03 C-compund and carbohydrate transport 5.14 x 10- 3 5 68 
20. 1. 17 Nucleotide transport 1. 81 x 10 -4 4 18 
20. 1. 25 Vitam n/ cofactor transport 1. 12 x 10- 3 3 13 
20.1 .2 7 Drug transport 3.07 x 10- 3 4 37 
20.9 .1 8 Celular import 1. 78 x 10- 5 13 196 
32.07 Detoxifcation 2.3 0 x 10- 3 7 11 
34.0 1. 01. 01 Homestai ofmet al ions (N a， K ， Ca etc.) 1. 36 x 10 -4 8 93 
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Table 2.6. クラスタ NO.27 に含まれる遺伝子に多く含まれる遺伝子機能カテゴリ
乱1IPS functional No. of gens in cluster No. of all gens 
category number 
MIPS functional category p-value 
No. 27 (1 90) (612) 
01. 05.01 C-compund and carbohydrate utilization 2.87 x 10~ 29 37 
01. 06 Lipd ， fat 句racid and isoprenoid metabolis 1. 9 x 10 -4 20 268 
02.16.01 Alcoh fermentaion 6.57 x 10- 3 3 13 
02.19 Metabolism of enrgy resrves (e.g. glycoen ， trehalose) 4.51 x 10- 3 6 51 
14.01 Protein folding and stabilization 1. 58 x 10- 3 9 89 
14.07 Protein modifcation 4.67 x 10 -4 35 639 
14.13.01 Cytoplasmic and nuclear protein degradtion 1. 2 x 10 -4 16 180 
32.01 Stres response 6.2 9 x 10- 3 25 480 
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Table 2.7. クラスタ NO.7 に含まれる遺伝子に多く含まれる遺伝子機能カテゴリ
MIPS functional No. of gens in cluster No. of all gens 
category number 
MIPS functional category p-value 
No. 7 (1 06) (612) 
01. 01. 03.01 Metabolism of glutamine 9.53 x 10- 5 3 6 
01. 01. 03.05 Metabolism of arginine 9.89 X 10- 7 6 21 
01. 01. 06.01 Metabolism of aspartate 9.75 x 10- 3 2 9 
01. 01. 06.05 Metabolism of methione 2.87 x 10- 3 4 35 
01. 01. 06.06 Metabolism of lysine 1. 28 x 10 -4 4 16 
01. 01. 09.04.01 Biosynthesi of phenylanie 8.70 x 10 -4 2 3 
01. 01. 09.6 、 Metabolism of tryptohan 3.2 4 x 10 -4 4 20 
01. 01. 09.07 Metabolism ofhistidne 9.83 x 10 -6 5 18 
01. 02 Nitrogen and sulfur metabolism 5.1 x 10- 3 6 93 
01. 07.01 Biosynthesi ofvitamns ， cofactors ， and prosthetic groups 1. 03 x 10 -4 9 10 
01. 20 Secondary metabolis 2.3 4 x 10 -4 7 73 
16 .21. 07 NADINADP bindg 2.58 x 10- 3 4 34 
16.2 1. 17 Pyridoxal phosate bindg 2.83 x 10- 3 2 5 
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2.34 遺伝子破壊株コレクションを用いたエタノール感受'性試験






低下すると推測される。そこで、 l遺伝子破壊株コレクション (Winzeler et al. ， 199) を
用いて、クラスタリング結果より選択した 398 の育種候補遺伝子について、それらの l
遺伝子破壊株のエタノール環境下における増殖を測定し、破壊がエタノール環境下にお
ける増殖速度の低下を引き起こす(エタノーノレ感受性)遺伝子の選択を試みた。 1 遺伝





選択した 3 つのクラスタ (Fig. 2.1) に含まれる遺伝子の破壊株はクラスタ No. 10 、
27 、7 r~おいてそれぞれ 83 、 164 、 85 株存在した。 1 遺伝子破壊株を用いた培養の結果、
クラスタ No. 10 にはエタノール感受性を示した l 遺伝子破壊株は存在しなかった。ク
ラスタ No.27 においては、 YPL017C 、YPCl 、SOHl 遺伝子 (Mao et al.， 200; Li nder and 
Gustafson ， 204) の 1遺伝子破壊株が 96 ウェノレプレートを用いた培養において、エタ
ノール感受性を示したが、坂口フラスコを用いた培養においては有意な増殖速度の低下
はみられなかった (data not shown) 。クラスタ No.7 においては、トリプトファン合成に




る遺伝子 (TRP2 、TRP3 、TRP4) の破壊株がエタノール感受性を示したため、さらに他
のトリプトファン合成に関連する遺伝子である TRPl と TRP5 遺伝子 (Tschumper and 
Carbon ， 1980; Zalkin and Yanofsky ， 1982) の 1遺伝子破壊株についてもエタノール環境下
における比増殖速度を測定した。その結果、 TRPl と TRP5 遺伝子の 1 遺伝子破壊株も
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期における TRP2 、TRP3 、TRP4 、TRP5 遺伝子の発現量をノーザン解析により解析した。
その結果、 IF02347 株において FY834 株に対して TRP2 とTRP5 遺伝子の発現量が有意





度を測定した。菌体より抽出した細胞内アミノ酸を phenylisothio cya nate (PIT C)に より
誘導体化した後、高速液体クロ 7 トグラ フイ (I-f PCL; High perfonace liquid 
chromatgraphy) によりアミノ酸濃度を測定した。その結果、 IF02347 株では FY834 株
より細胞内トリプトファン濃度が若干高かったがその差は有意ではなかった (FY 834
株は 1.4 94 ，0.91 mgl g dry ce ll 、IF02347 株は 1.538 土0.258 m glg dry ce ll )。
Ra tio 
FY834 IF02347 (1 FOiY) 
TR P2 錨圃 .
. 1. 57 
TRP3 -圃 B・圃島 1. 02 
TRP4 咽即 暗白~ 1. 14 
TRP5 1.7 3 
ACTI ... 1. 0 
Fig. 2. I3 非ストレス環境下における FY834 株と IF 02347 株 TRP 遺伝子の発現量の比
較。対数増殖中期の細胞より抽出した悶サA 用いてノーザンプロ ット解析により遺伝
子発現量を解析した。 TRP 2-5 遺伝子の発現比は AC Tl 遺伝子の発現比によりノーマ
ライズした。
2.36 TRP 遺伝子の過剰発現のエタノール耐性への影響
TRP 遺伝子の I遺伝子破嬢株がエタノール感受性を示したことから、トリプトフ ァン
合成はエタノール耐性にとって必要な機能であることが示唆された (F ig. 2.12) 。また、
ノーザン解析によりエタノール耐性酵母である 1F 02347 株において FY834 株よ り TRP
遺伝子が非エタノール環境下で高発現していることが分かつた (Fig.213) 。このことよ
り、非エタノール環境下でもともと TRP 遺伝子の発現量が高いことが IF02347 株のエ
タノーノレ耐性に関連していると推測し、 TRP 遺伝子の過剰発現が FY834 株のエタノ ー
ル耐性の向上につながると考えた。 FY83 4 株は TRPl 遺伝子が破壊されトリプトファン
要求性であり、 IF02347 株では TRPl 遺伝子は破壊されていない。そこで、 FY8 34 株の
TRP l i宣伝子を復帰させた FY834TRPl +株を構築した。FY834TRPr 株のエタノール環境
下における比塘殖速度を測定したところ、 FY834 株より増加したが、 IF02347 株より低
いことが分かった (F ig.2. 14) 。
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続いて、 TRP 遺伝子を発現ベクターpAUMCENARS にクローニングしたプラスミド
および pAUR 企CENARS のみを FY834TRPl+ 株に導入し、 TRP 遺伝子の 1遺伝子過剰発
現株およびその対照となるベクターのみを導入した株を構築した。それらのエタノール
環境下における比増殖速度を測定した結果、 TRPl 、TRP2 、TRP3 、TRP5 遺伝子の 1 遺
伝子過剰発現株はベクターのみを導入した FY834TRPl+ 株より高い比増殖速度を示した。
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Fig. 2.14. TRP 遺伝子過剰発現株のエタノーノレ環境下における比増殖速度。各培養に
おいて、エタノール環境下と非エタノール環境下における比増殖速度をそれぞれ灰色
と白色の棒グラフで示した。 Vector は FY834TRPl+ 株に発現ベクターpAUMCENARS









YPD 液体培地にトリプトファンを 10μ g/ mL となるように添加し、 FY834 株を培養
し、 5% (v/v) エタノール環境下における比増殖速度を測定した。その結果、トリプトフ
ァン添加によりエタノーノレ環境下における比増殖速度の向上がみられた (Fig ユ15A) 。
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TRP 遺伝子が含まれていたクラスタ NO .7 に存在する遺伝子が合成に関連する他のアミ
ノ酸である、 芳香族アミノ酸のフェニルアラニンや、リジン、メチオニンを培地に添加
し培養を行ったが、エタノール環境下における比増殖速度の向上はみられなかった
(Fig . 2.15A) 。これらのことよ り、培地へのトリプトファンの添加がエタノール耐性の向
上に関連することが示された。
また、 FY834 株において トリプトファン取り込み酵素をコードする TA T2 遺伝子
(Schmidt el al. ， 194) を過剰発現させた株を構築したと ころ、TA2 過熱l発現株は FY834
株にベクターpAUR 6. CENARS のみを導入した株に対してヱタ ノー ノレ環境下における比







Vector I----'~ +Lysine 
J→ 
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o 0.2 0. 4 0.6 
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Fig .2.15 エタノール耐性へのアミノ酸添加および TA2 遺伝子の過剰発現の影響
各培養において、エタノール環境下と非エタノール環境下における比増殖速度をそれ
ぞれ灰色と白色の棒グラフで示した。 (A) トリプトファン (1 0 同 ImL) 、リジン (1 0
]lg!mL)、 フェニルアラニン (84 ドダm L) 、メチオニン (84 ]lg! mL) を YPD 液体培地に
添加した培地と添加していない YPD 液体培地 (Co ntrol) における FY834 株の比増殖
速度。(8) FY83 4 株において、 トリプトファン取り込み酵素をコードする TA2 遺伝
子の過剰発現した株 (TA2) とコントロールと してベクタ -pAUR 6. CENARS のみを
導入した株 (Vec 臼r) の比増殖速度。









FY834 株とエタノール耐性酵母である清酒酵母 IF02347 株を用い、それぞれのエタノー
ル環境下における遺伝子発現変化の情報を DNA マイクロアレイにより解析した。得ら
れた遺伝子発現情報を、 SOM と階層的クラスタリングを組み合わせ DNA マイクロアレ







増殖を解析した。その結果、 トリプトファン合成に関連する TRP2 、TRP3 、TRP4 遺伝
子の破壊株がエタノール感受性を示した (Fig.212) 。また、 TRP 遺伝子の非ストレス環
境下における遺伝子発現量をノーザンプロットにより解析したところ、エタノール耐性
酵母である IF02347 株において FY834 株より TRP2 とTRP5 遺伝子が高発現しているこ
とが分かつた (Fig.213) 。このことより、 TRP 遺伝子の過剰発現が FY834 株のエタノー
ル耐性の向上につながると考え、 TRP 遺伝子の 1遺伝子過剰発現株を構築したところ、
エタノール耐性の向上に成功した (Fig. 2.14)0 TRP 遺伝子の過剰発現株の中で、 TRP2
とTRP5 遺伝子の過剰発現株はエタノーノレ耐性能が最も大きく向上し、 IF02347 株と同
程度のエタノール耐性を示した。このことは TRP2 とTRP5 遺伝子の IF02347 株におけ
る FY834 株に対する発現比が他の TRP 遺伝子より高いことと一致しており、 IF02347
株において TRP2 や TRP5 が高発現していることが IF02347 株のエタノール耐性の原因
の一つである可能性が考えられる。
このように、非ストレス環境下で IF02347 株において TRP 遺伝子が高発現している
ことや、 TRP 遺伝子の過剰発現がエタノール耐性の向上につながることが分かつた。こ
れらのことより、 IF02347 株ではトリプトファン合成より促進され、細胞内トリプトフ
ァン濃度が FY834 株より高く、その結果が IF02347 株のエタノーノレ耐性に関連してい
るのではないかと推測した。そこで、細胞内トリプトファン濃度の測定を行った結果、
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IF02347 株では FY834 株よりトリプトファン濃度が若干高かったが有意な差ではなか










日 T2 遺伝子の過剰発現を行ったところ、エタノール耐性の向上につながった (Fig.215) 。
このことより、エタノールストレスによりトリプトファン取り込み効率の低下が引き起






透圧ストレス耐性を向上させることが報告されている (Takgi et al. ， 197; Takgi et al. ， 
20; Morita et al. ， 20; Pandey et al. ， 207) 。またエタノーノレストレスに関しても、酵母
のプロリン蓄積変異株がエタノーノレ耐性を示すことが報告されている (Takgi et al. ， 
205) 。これらのことより、アミノ酸とストレス耐性には強い関連性があることが考え
られる。
本研究においては、 TRP 遺伝子や TA2 遺伝子の過剰発現や、培地へのトリプトファ
ン添加により FY834 株のエタノール耐性を向上させることに成功した。しかし、その
の比増殖速度は IF02347 株と同程度で、あった。エタノール耐性に関連する因子としては、
細胞膜の脂質組成 (del Castilo Agudo ， 192) やミトコンドリアゲノム (Aguilera and 
Benitez ， 1985; Jimenz and Benitez ， 1985) 、トレハロースの蓄積 (Kim et al. ， 196; Lucero et 



















































研究が報告されている(l maizum et al.， 205; Hiraswa et al. ， 206a; Le et al. ， 207; 






















性については、それらに関連性が無いと報告されているが (Giaever et α1. ， 20; 













て l 遺伝子破壊株を用いた解析が行われてきた (Giaevr et al. ， 20; Waηinger et al. ， 
























なお本論文では、 遺伝子破壊が増殖速度の低下を引き起こ した遺伝子を 「感受性遺伝
子」、僧殖速度の向上を引き起こした遺伝子を「耐性遺伝子j と定義した。 エタノール
感受性を示した 1遺伝子破壊株において破接されている遺伝子は「エタノ ール感受性遺
伝子」、エタノール耐性を示 した l 遺伝子破壊株において破壊されている遺伝子は「エ















Fig.3.1 第 3 章の概要図






本章で用いた酵母菌株と大腸菌株を Table 3.1 に示す。酵母の 1遺伝子破壊株コレク
ションは Open Biosytem (USA) より購入した。
Table 3. 1.第 3 章で用いた酵母菌株と大腸菌株
Strain 
Sachromyes cerevisiae 
FY834 (Winsto et al. ， 195) 
BY 4739 (Winsto et al. ， 195) 
BY4742 (Winsto et al. ， 195) 
Yeast MAT alpha deletion s仕am
co l1 ection (Winzelr et al. ， 19) 




MA~α hisL1200 ur ，α3-521eu L1 1ys2 L1 20 trpl L1 63 
MA~α leu2L1 0 lys2 L1 0 ur α3L1 0 
MA~α his3L1 1 leu2 L1 0 lys2 L1 0 ura3 L1 0 
ORF: Kan A1X based on BY4739 and BY4742 
F， φ80dlacZ~MI5 ， ~(lacZYA-argF)UI69， deoR ， 
recAl ， en dA l， hsdRI7(rK- ， mK+) ，phoA ， supE4 ， A- ， 
thi-l ， gyrA96 ， relA 
酵母の培養には、 YPD 培地(1 % Bacto yeast extract 、2% Bacto petone 、2% glucose) を
用いた。目的に応じて YPD 培地に G418 (終濃度 150μg/mL) や aureobasidn A (終濃度
20 ng/ mL 、Takr Bio) を添加した。寒天培地を作成する際は Agar を 2% (w/v) となる
ように加えた。
大腸菌の培養には、L 培地(1 % Bacto polyeptone 、0.5% Bacto yeast ex 回 ct 、0.5% NaCl 、
0.1% glucose) を用いた。プラスミドを保持した大腸菌の培養にはL 培地に Ampic i11 in (終
濃度 50μ g/mL)を添加した。寒天培地を作成する際は Agar を1. 5% (w/v) となるように
加えた。
3.23 培養方法 (96 ウェルマイクロタイタープレート)
3.23.1 培養用ストックの作成
-80 0 C で保存した 1遺伝子破壊株セット Yeast MAT alpha co l1 ection (Open biosytems) 
を室温で融解した。マイクロピペットを用いて 2μL の菌体溶液を YPD + 150μ g/ mLG418 
寒天培地にスポットし、 30 0 C で 3 日間静置培養した。オートクレーブにより滅菌した
爪楊枝を用いて、コロニーを掻き取り、 20 f.ILの YPD+ 15% グリセロール液体培地を




るために、基準株として 1 遺伝子破壊株コレクションに含まれる BY472 幼お3 株を各
プレートの 4 ウェル ((3 ，4) ， (3 ， 9) ヲ (6 ヲ 4) ，(6 ， 9) 、括弧内は(行番号，列番号))に含めた。
なお、 HIS3 遺伝子は破壊株コレクションの親株 BY4742 株において遺伝子マーカーと
して欠損されており、 BY4742~his3 株は BY4742 株に対し G418 耐性である以外の遺伝
子型は変わらないため、本論文では BY4742~his3 株を破壊株コレクションの親株とみ
なして取り扱った。こうして作成した 20μL の菌体溶液を含む 96 ウェルプレートから
50μL を新しい 96 ウェノレプp レートに分注し、それぞオト80 0C で保存した。培養には 50~
の菌体溶液を含むストックプレートを用いた。
3.23.2 培養
-80 0C で保存したストックを室温で融解し、 2~ の菌体溶液をマイクロピペットに
より 10 μL の YPD 液体培地を分注した 96 ウェルプレートに植菌した。前培養として
30 oC で 24 時間、マイクロプレートシエイカーTITRAMAX100 (Heido1ph In struments ， 
Genay) を用いて 105 stroke/min で振蓋した。 30 0C で予め暖めた 100~ の YPD 液体
培地を分注した 96 ウェルフ。レー トに、 2μL の前培養液を植菌し、 30 oC で静置培養を
行った。増殖はマイクロプレートリーダー 1420 ARVO (Perki nE 1mer) による吸光度
(OD 60 ) を菌体濃度として測定した。なお、吸光度測定前には、沈んだ菌体を懸濁する
ためにプレートシエイカーにより 1分間、 105 stroke/min で振とうした。
培養途中に酵母にエタノールストレスを与える際は、対数増殖中期に当たる培養開始
4 時間後に、終濃度が 5%もしくは 8%となるように 25%もしくは 40%エタノール25~
を培地に添加した。浸透圧ストレスを与える際は、終濃度が 1M NaC1 となるように 25μL
の 5MNaC1 を培地に添加した。また、ストレスを与えない際は、滅菌水 25~ を培地に
添加した。
3.23. 比増殖速度の計算
測定した吸光度 OD 60 から、培地のみの吸光度 OD 60 を差し引いた。続いて、プレー
トリーダーによる測定で、は培養液を希釈せずに測定を行っているため、高菌体濃度によ
る吸光度の非線形性を補正する必要がある。そこで、複数の菌体溶液について、マイク
ロプレートリーダーで OD 60 を測定し、一方で、同一の菌体溶液を適宜希釈して分光光
度計 UV min 同 1240 (Shimadzu) により OD 60 を測定した。両吸光度より、マイクロプレ
ートリーダーの吸光度の補正式を計算した。なお、エタノールや NaC1 、滅菌水添加に
よる培養液容量の変化に合わせ、 2 種類の補正曲線を用いた。培養開始時の 10μL の菌
体溶液に対しては式 [3.1] を、エタノールや NaC1 、滅菌水添加後の 125 ~の菌体溶液
48/137 
に対しては式 [3 勾を用いた。 OD はマイクロプレートリーダーの吸光度を、 OD' は補
正後の OD を示す。
OD' = 18.706 x OD 3 -13.94 x OD 2 + 21. 289 x OD 
OD' = 15.40 x OD 3 -10.74 x OD 2 + 19.586 x OD 
[3.1] 
[3 .2] 
各 l遺伝子破壊株の比増殖速度は、非ストレス環境下においては、培養開始 5ム 7、
9 時間後の OD' を、エタノーノレと浸透圧ストレス環境下においては培養開始 7、9、1
時間後の OD' を用いて計算を行った。なお、比増殖速度の計算に必要な測定データ数に
ついて、 3 点(培養開始 7、9、1 時間)と 5 点(培養開始 7、8，9、10 、11 時間)の比








式 [3 斗において、μωはプレートj に含まれる 1遺伝子破壊株 iの環境 k における比
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Fig.3 ユ比増殖速度の計算に用いるデータ数の影響。 60 株の 1遺伝子破壊株について
8% エタノール環境下における比増殖速度を 3 点(培養開始後 7、9、11 時間)および




-80 0 C で保存した菌体を、必要に応じ抗生物質を加えた YPD 寒天培地に画線し、 30 0 C
で 3 日間静置培養した。シングルコロニーを 5 mLの YPD 液体培地を入れた試験管に植
菌し、前培養として 30 0 C で 24 時間振とう培養 (150 stroke/min) した。前培養液 1 mL 
を 10 mL YPD 液体培地を入れた 50 mL容坂口フラスコに植菌し、 30 0 C、150 stroke/min 
で振とう培養 (1 品目O、タイテック)を行った。増殖は分光光度計 UV min-1240 を用い
吸光度 (OD 60 ) により測定した。なお、培養途中に酵母にストレスを与える際は、対数
増殖中期に当たる培養開始 5 時間後に、終濃度が 5% もしくは 8% となるように 25% も




遺伝子機能情報について、 Mun閉n凶11比ch'I 叶'In ぜ由f白orma 柑t討io∞nC白en凶te町rfor Protein Sequncs (MIPS 町)デ一
(ht 中:/ /mips.gsf.de genre/pro j/ yeastl) における Functioal Catlogue (FunCat ， 
Ruep et al. ， 204) とおcharomyes genome datbase (SGD ， ht 中:/ /w.yeastgnomrω 
を用いた。







p= 土¥1 ノ〉nーi ) [3 .4] 
i=k I "' I 
¥n ) 
式 [3 .4]において、 N は全ての遺伝子数、 M は全ての遺伝子に含まれる解析対象のカ
テゴリに属する遺伝子数、 n は選択した遺伝子群の遺伝子数、 k は選択した遺伝子群に
含まれる解析対象のカテゴリに属する遺伝子数を示す。
3.27 1遺伝子過剰発現株の構築
第 2 章と同様の方法により遺伝子過剰発現株を構築した。 LDB19 、MEHl 、PR02 、
YNL35W の各 ORF 領域を BY4742 株から抽出した染色体を鋳型とし、 KOD-plus- DNA 
ポリメラーゼ (TOYOBO) を用いて、 94 oC 2 min -> [94 oC 15 sec -> 50 oC 30 sec -> 72 oC 
1mi n/ 1kb] x 30 cyles -72 oC 10 min -> 4 oC の条件 PCR により増幅した。なおプライマー
には Table 3.2に示す制限酵素サイトを導入した配列を導入した。 PCR 増幅した DNA 断
片をプライマーに導入した制限酵素で処理し、同じ制限酵素により処理したYl p タイプ
の発現ベクターpAUMCENARS にクローニングした。クローニングした各遺伝子配列
は DNA シークエンサーABI Prism 310 Gentic Analyzer (Aplied Biosytem ， USA) と
BigDye Terminator Cycle Sequncig Kit v. 3.1 (Aplied Biosytem) を用いて、変異が導入
されていないことを確認した。各遺伝子をクローニングしたプラスミドおよび
pAUMCENARS を、酢酸リチウム法により BY4742 企肋3 株に導入し、 aureobasidne A 
(20μg/ mL)含有 YPD 寒天培地で選択することで形質転換体を取得した。
5137 
Table 3ユ過剰発現株構築用プライマー
遺伝子名 プライマー配列(5' >ー 3') 制限酵素
CTCGTACAGATCATCATG 身 nI
}引 TL35W
TGTCATCTAGCTGCTCATG Xb aI 
GAGTAGTACAAGAGCACAG KpnI 
PR02 












するために、出芽酵母 Sac 加 'romyces cerevisiae の 1遺伝子破壊株コレクション (Winzelr
et al. ， 19) の非ストレス環境下およびストレス環境下における比増殖速度を解析した。
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Fig. 3.3. 1遺伝子破壊株の培養結果の再現性。全ての 1遺伝子破壊株を非ストレス環
境下で 2 回培養し、比増殖速度の再現性を示した。各点がある遺伝子の破壊株の情報
を示す。
l 遺伝子破壊株を 96 ウエノレブρレートで培養する際に、各プレートに基準株として
BY4742 .il his3 株を 4 ウェノレに含ませた。 90 枚の 96 ウェルプレートに分注された全ての
l遺伝子破壊株を各環境下で 2 回培養し、それとともに基準株について 720 (90 枚 x 4 
ウェル x 2 回)の比増殖速度のデータを取得した。 Table 3.3に各環境下における基準
株の 720 の比増殖速度のデータの平均値および、標準偏差を示した。 Table 3.3より非スト






から (Fig .3.4)、正規分布と仮定すると平均値土 3.3 x 標準偏差の範囲内に全データの
9.% が含まれることが期待される。そこで、基準株の比増殖速度の平均値士 3.3 x 標
準偏差の範囲外の比増殖速度を示す 1 遺伝子破壊株を基準株と有意に比増殖速度が異
なるストレス感受性株、耐性株と定義した (p < 0.01) 。なお、 l遺伝子破壊株は各環境










Standard Coe 旺icient Thresold for Threshold for 
Conditon deviation of vari 
h r<> 千戸 ， 
S仕ains (1/h)* 
Non-stres 0.4 52 4.4 x 1O-~ 
8% Ethanol 0.178 5.6xl0 3ー
lお1NaCl 0.2 03 7.6x lO- 3 3.7 0.178 0.29 
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Sensitive No 嗣-change To1erant 
Non 圃-s 仕@宙ss 591 (0) 4095 (4095) 43 (μ43 勾) 
8% Ethano1 864 (μ46 め) 3862 (3690) 3 (2勾) 
















す遺伝子をエタノール感受性遺伝子として今後の解析に用いた。 Waringer ら (203) は、
非ストレス環境下における増殖速度の低下を考慮するために、非ストレス環境下におけ
る比増殖速度に対するストレス環境下における比増殖速度の比 (Phenotyp In dex) を解
析に用いた。しかし、この方法では、非ストレス環境下で大きな比増殖速度の低下を示
した 1遺伝子破壊株の Phenotyp In dex はストレス耐性と選択されるほど大きな値を示
すことがある。そのような影響を除くため、本研究では、非ストレス環境下で増殖阻害
を示す 1遺伝子破壊株を除き、比増殖速度の値そのものを解析に用いた。
本研究と 3 つの先行研究それぞれについてエタノーノレ感受'1 主遺伝子は 70% の共通性
を示したが、全ての研究に共通したエタノーノレ感受性遺伝子は GIM4 、GIM5 、SMIl 、
VPS36 の4 遺伝子しか存在しなかった。エタノール感受性遺伝子の共通性が低い原因と
して、液体培養やコロニー形成といった培養方法の違いや、ストレスとして用いられた
エタノール濃度の違いが考えられる。 GIM4 と GIM5 遺伝子は hetrohexamric
cohapern prefolding complex のサブユニットのタンパク質をコードする (Geisler et al. ， 
198) 。これらの遺伝子の破壊株は本研究において、非ストレス環境下でも増殖阻害を
示したため、 GIM4 と GIM5 遺伝子はエタノール環境下だ、けで、はなく通常の増殖にも必
要な遺伝子であることが示唆された。 VPS36 遺伝子は Endosmal So 此ing Complex 
Requird for Transport (ESCRT)-I の構成要素をコードする (Babst et al. ， 20a)o ESCRT 
には、 ESCRT-I (MVB12 、SRN2 、STP2 、VPS28 、Katzman et al. ， 201) 、ESCRT-I (SNF8 、
VPS25 、Babst et al. ， 20a) 、ESCRT-I (DI4 、SNF7 、VPS24 、Babst et α1. ，20b) が存在
し、注目すべきことに ESCRT の全ての構成要素をコードする遺伝子は全てエタノール
感受性遺伝子で、あった。 ESCRT はタンパク質の後期エンドソーム多胞体への輸送・選
別を担っており (Bowers and Stevns ， 205) 、この機能はエタノール環境下における増殖
に必要なものであること示唆された。 SMIl 遺伝子がコードするタンパク質は、細胞周
期の進行と cell wal integrity の調整に関連する。このことは、エタノール環境下で細胞




Kubota et al. Vorst et al. Fujita et al. Presnt 
ethanol-sensitive 
strains 
(204) (206) (206) study 
Kubota et al. 256 ¥¥ 21 61 183 (204) (1 14) (5) (27) (63) 
Vorst et al. 46 1 38 
(206) (20) (5) (1 4) 
Fujita et al. 137 







民恒PS データベース (Ruep et al. ， 204) の機能カテゴリを用いて、破壊株コレクション
において破壊されている遺伝子に対し、エタノール感受性遺伝子における存在割合が有
意に(p < 0.01) 多い遺伝子機能カテゴリを解析した (Table 3.6) 。
“Metabolism of tryptohan" の機能カテゴリにはエタノーノレ感受性遺伝子としてトリ
プトファンをはじめとする芳香族アミノ酸の合成に関連のある TRPl 、TRP2 、TRP3 、
TRP4 、TRP5 、AROl 、AR02 、AR07 が含まれていた。 Fig. 3.5 に芳香族アミノ酸の合成
経路と関連する 1 遺伝子破壊株のストレス感受性の情報をまとめた。第 2 章において
TRPl-5 遺伝子の破壊がエタノール感受性を、 TRPl-3 と TRP5 遺伝子の過剰発現がエタ
ノール耐性を引き起こすことを報告した。本章ではさらにトリプトファン合成に関連す
る他の遺伝子である AROl 、AR02 、AR07 がエタノール耐性に関連することを明らかと
した。 AROl とAR02 遺伝子は芳香族アミノ酸の前駆体であるコリスミ酸の合成に関連
し、それらの破壊は芳香族アミノ酸であるトリプトファン、チロシン、フェニルアラニ









“Vesicular 仕組sport (Golgi network ， etc.)" と“Vacuolr 岡田port" の機能カテゴリには、
VPS 遺伝子 (VPS4 、VPS24 、VPS25 、VPS28 、VPS30 、VPS35 、VPS36 、VPS38 、VPS54 、
VPS68 、VPS74) がエタノール感受性遺伝子として含まれていた。 VPS 遺伝子は、 3.3.2
節で述べた ESCRT によるソーティングを含むタンパク質の液胞へのソーティングに関
連しており、先行研究と同様に、この機能がエタノール環境下における増殖に必要であ
ることが示唆された (Kubota et al. ， 204; Vorst et al.， 206) 。
“Aerobic respiration" と“Mitochndr" の機能カテゴリは、非常に低いp 値を示した。
このカテゴリに含まれるエタノール感受性遺伝子はミトコンドリアの機能である
ubiqnoe (coen 勾rme Q) biosynthesi (COQ5 、COQ9 、COQI0) 、cytohrme c oxidase (COX7 、
COX9 、COXl 、COX12 、COX14 、COX16 、COX18 、COX23) 、mitochndrial ribosmal protein 
(MRPl 、MRP49 、MRPL6 、MRPL7 、MRPL13 、MRPL20 、MRPL2 、MRPL25 、MRPL27 、
MRPL32 、MRPL3 、MRPL37 、MRPL38 、MRPL40 、MRPL49 、MRPS5 、MRPS8 、MRPS17 、
MRPS28) に関連していた。ミトコンドリアの機能とエタノーノレ耐性の関連性について
は、呼吸欠損株がエタノール感受性を示すことや (Agu i1 era & Benitez ， 1985) 、エタノー





h担PS functional No. of gens among No. ofgens among 
category number 
恥但PS functional category p 旬 value
selected gens (46) all gens (4 ，138) 
01. 01. 09.6 Metabolism of 句rptophan 1. 01 x 10- 3 8 16 
01. 01. 09.06.01 Biosynthesi oftrypohan 2.4 9 x 10- 3 5 7 
01. 05.4 Regulation of C-compund and carbohydrate utilization 2.9 x 10- 3 18 84 
01. 20.15.03 Biosynthesi ofubiqnoe 4，58 x 10- 3 3 4 
02.1 
Elec 仕on 仕組sport and mebrane-sociated enrgy 
2.04 x 10- 3 11 39 
conservation 
02 .1 3.03 Aerobic respiration 1. 07 x 10- 11 26 56 
1.04.03.01 Splicng 2.52 x 10- 3 9 29 
12.0 1. 01 Ribosmal proteins 5.70 x 10 一11 36 105 
12.07 Translational control 2.92 x 10- 3 10 35 
12 .1 0 Aminoacyl 圃tRNA -synthetases 2.14 x 10- 3 6 14 
14.04 Protein targeting ， sorting ， and translocation 8.6 x 10- 8 39 15 
14.10 Asembly of protein complexs 2.07 x 10- 8 31 10 
16.07 S仕uctural protein 3.57 x 10- 3 7 20 
20. 1. 21 RNA transport 6.56 x 10- 3 9 3 
20.9.01 Nu c1 ear transport 4.17 x 10 -4 10 28 
20.9.07 Vesicular 廿ansport (Golgi network ， etc.) 3.82 x 10- 3 21 106 
20.9.07.03 ER to Golgi transport 3.2 6 x 10- 3 9 30 




MIPS functional No. of gens among No. of gens among 
category number 
MIPS functional category p 同 value
selected gens (46) all gens (4 ，13 8) 
20.9.13 Vacuolr transport 5.71 x 10 -6 28 108 
30. 1. 05.05.01 Smal GTPase-mdit signal transduction 2.5 x 10- 3 11 40 
42 .1 0.05 Nuclear mebrane 6.54 x 10- 3 4 8 
42.16 Mitochndr 7.9 X 10- 10 36 14 
43.0 1. 03.05 Buding ， cel polarity ， and filament formation 8.68 x 10- 3 3 20 
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Fig.35. 芳香族アミノ酸合成経路と 1遺伝子破壊株のストレス感受性の情報。 no 、E、
N はその遺伝子の l遺伝子破壊株が非ストレス、エタノール、浸透圧ストレス環境に
感受性であることを示す。代謝経路は SGD の代謝経路マップ“Superathwy of 
phenylanie ， tyrosine and 句'ptohan biosynthesi pathwy" を参考にした。
3.2 PEX 遺伝子破壊株とエタノール感受性
エタノーノレ感受性遺伝子に多く含まれる遺伝子機能カテゴリとして抽出された
“peroxismal transport" にはエタノール感受性遺伝子として PEX8 、PEX14 、PEX15 、PEX17 、
PEX19 、PEX2 遺伝子が含まれていた。 PEX 遺伝子の機能と破壊株のエタノール感受性
について Table 3.7 にまとめた。また、ベルオキシソームにおける PEX 遺伝子の機能を
Fig.36 にまとめた。これらの PEX 遺伝子はベルオキシソームのタンパク質輸送機能や
ペルオキシソーム膜タンパク質の輸送機能に関連していた (Brown and Baker ， 203) 。さ
らに、その他の PEX 遺伝子について調べたところ、ベルオキシソームのタンパク質輸
送機能に関連する PEXl 、PEX4 、PEX10 、PEX12 遺伝子の l遺伝子破壊株もエタノール
感受性を示した。しかし、ベルオキシソーム輸送シグナノレ (PTS; P町 oxisme targeting 
SI 抑 1) 受容体や、ペルオキソームの数や大きさの制御に関連する PEX 遺伝子の破壊株
はエタノール感受性を示さなかった (Table 3.7) 。
さらに、エタノール感受性を示した l遺伝子破壊株の PEX 遺伝子について、 SGD や
先行研究 (Erdman et al.， 198; Brocad et al. ， 197; Huhse et al.， 198; Koler et al. ， 19; 





の反応である脂肪酸の P酸化やリジン合成 (Bre 社ling et al.， 20) に関連する酵素をコ





Table 3.7. ベルオキシソームに関連する遺伝子と 1遺伝子破壊株のエタノール感受
性の情報
Category 
Peroxisorne transport rnachinery 
Peroxisornal rnernbrane protein irnport 
rnachinery 
Peroxisorne targeting signaling (PTS2) 
recptor 
Regulation of peroxisorne size and 
nurnbers 
s-oxidation of fat 句racids 
Gen 
PEXl ， PEX2 ， PEX4 ， PEX ιPEX8 ， PEXIO ， 
PEX12， PEX13， PEX14， PEX15， PEXl~PEX22 
PEX3 ，E互X19
PEX7 ， PEX18 ， PEX21
PEXl ， PEX25 ， PEX27 ， PEX28 ， PEX29 ， 
PEX30 ， PEX31 ， PEX32* 
CAT2 ， CTAl ， DC Il， EC Il， FOX2 ， IDP3 ，んのIH3 ，
PO Tl， POXl ， PXAl ， PXA2 ， SP19 
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Fig.3.6. ベノレオキシソームタンパク質の機能と破壊株のエタノーノレ感受性の情報。各




なかりた。タンパク質のペルオキシソーム輸送シグナル配列 (PTS; peroxisme 
targeting signal) である PTSl と PTS2 を、その受容体質である Pex5p および
Pex7p-I8p-Pe x2 1p 複合体がそれぞれ認識する。 PTS 受容体が結合したタンパク質
は、 Pex8p-I3Pex4p-I7 複合体によりベルオキシソーム内に輸送される。 PTS
受容体は、ペノレオキシソーム内で輸送したタンパク質と分離された後、
Pe x2 p-Pex4p-Pexl0p-Pe x2 2p 複合体により細胞質に輸送される。 Pex6p とPex15p は相
互作用し、 Pex6p はベノレオキソームのタンパク質輸送に関する ATPase として働く。
Pex3p-l9 複合体は、ベルオキシソーム膜タンパク質 (PMP P町 oxisomal mebrane 


















阻 PS functional No. ofgens among No. of gens among 
category number 
勘1IP S functional category p-value 
selected gens (1 72) all gens (4 ，729) 
10.0 1. 09.05 DNA confrmation modifcation (e.g. chromatin) 9.50E-5 15 135 
10.3.04.01 Centrom /k inetochore complex maturation 1.4 9E-03 3 7 
11. 04.01 rRNA procesing 3.51E-03 5 29 
12.0 1. 01 Ribosmal proteins 2.2 9E-14 32 182 
16.03.03 RNAbinding 8. 13E-06 13 84 














の結果、両ストレス共通の感受性遺伝子より (87 株)、エタノール (353 株)と浸透圧ス
トレス (24 株)それぞれに特異的な感受性遺伝子の方か多いことが分かつた。このこ
とは両ストレスに対する酵母の応答機能が大きく異なっていることを示唆する。またス
トレス環境下特異的に増殖に必要とされる HOGl や PBS2 遺伝子は、本研究結果におい
てもその破壊株が浸透圧特異的に感受性であることが示され (Fig. 3.7) 、本研究で用い
た培養系は、信頼できるものであることが確認された。
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テゴリを抽出した (Table 3.10) 。エタノール特異的な感受性遺伝子に多く含まれる機能
は、“regulation of C 圃 compund and carbohydrate utilization" や“smal GTPase-mdit 
signal transduction" を除き、 Table 3.6 に示す浸透圧感受遺伝子を除く前とほぼ同じであ
り、一方で、新たに“petide binding ヘ“temperature perception and response ヘ“peroxisme"
が抽出された。“temperature perception and response" の機能カテゴリは、エタノーノレと高
温ストレスに対する酵母の応答機構が類似していることと一致した (Piper 195) 。





MIPS functional No. ofgens among No. of gens among 
category number 
MIPS functional category p-value 
selected gens (359) all gens (4 ，13 8) 
01. 01. 09.06.01 Biosynthesi oftrypohan 1. 58 x 10- 3 4 7 
01. 20.15.03 Biosynthesi ofubiqne 2.4 2 x 10- 3 3 4 
02.1 
Electron transport and mebran-sociated enrgy 
3.2 5 x 10 -4 1 39 
conservation 
02 .1 3.03 Aerobic respiration 6.17 x 10- 14 26 56 
11. 04.03.01 Splicing 2.50 x 10- 3 8 29 
12.0 1. 01 Ribosmal proteins 2.58 x 10- 12 34 105 
12.07 Translational control 5.4 2 x 10 -4 10 35 
12 .1 0 Aminoacyl-tRNA 圃 synthetase 6.73 x 10 -4 6 14 
14.04 Protein targeting ， sorting ， and translocation 9.67 x 10 -6 30 15 
14.10 Asembly of protein complexs 2.18 x 10- 9 29 10 
16.02 Peptide bindg 7.51 x 10- 3 2 2 
16.07 Structural protein 5.5 x 10- 3 6 20 
20. 1. 21 RNA transport 1. 48 x 10- 3 9 3 
20.9.01 Nuclear 仕ansport 1. 96 x 10- 3 8 28 
20.9.07.03 ER to Golgi transport 6.94 x 10 -4 9 30 
20.910 Peroxismal transport 2.2 1 x 10- 3 6 17 
20.9.13 Vacuolar transport 2.0 x 10- 3 19 108 




お但PS functional No. ofgens among No. of gens among 
category number 
品目S functional category p-value 
selected gens (359) all gens (4 ，138) 
42.105 Nuclear mebrane 2.94 x 10- 3 4 8 
42.16 Mitochndrio 1. 32 x 10- 12 36 14 





遺伝子の機能について解析を行った (Table 3.1) 。その結果、“metabolism of 
phenylanie" 、“metabolism of tyrosine" 、“metabolism of tryptophan" 、“isoprenoid
biosynthesi" 、“buding ，cell polari 臥 and filament formation" とし、った機能カテゴリに属す
る遺伝子が多く存在することが分かつた。“metabolism of phenylanie ヘ“metabolism of 
tyrosine ヘ“metabolism of 句 ptohan" の機能カテゴリには、芳香族アミノ酸合成に関連
する AROl 、AR02 、AR07 遺伝子が共通して含まれていた。“metabolism of 町 ptohan" の
カテゴリには TRPl-5 遺伝子のうち、 TRPl 遺伝子のみが含まれ、、エタノーノレストレス
の場合と異なり TRP2-5 遺伝子の 1遺伝子破壊株は浸透圧感受性を示さなかった。この
ことは Gon 泊lez ら (207) の結果と一致している。このことより、 AROl とAR02 遺伝
子の破壊株の浸透圧感受性は、トリプトファン合成に関連するものではないと考えられ
るoAR07 遺伝子はチロシンとフェニルアラニン合成に関連することから、AROl 、AR02 、
AR07 遺伝子の l遺伝子破壊株の浸透圧感受性は、チロシンとフェニルアラニンの二重
アミノ酸要求性によることだと推測される。“isoprenoid biosynthesi" には、エルゴステ
ロール合成に関連する ERG2 、ERG3 、ERG6 遺伝子が含まれていた。エルゴステロール
は酵母の細胞膜成分の重要な構成要素であり、細胞膜の流動性に関与する。高エルゴス
テローノレ含有酵母がエタノーノレ耐性を示すことや (Cast i11 o Agudo ， 192) 、ERG3 とERG6
遺伝子の 1 遺伝子破壊株は浸透圧ストレスへの適応に長時間必要になるという報告





民但PS functional No. of gens in No. of gens in all 
category number 
h但PS functional category p-value 
selected gens (87) gens (4 ，138) 
01. 01. 09.04 Metabolism of phenylanie 1. 72 x 10- 3 3 12 
01. 01. 09.05 Metabolism oftyrosine 1. 31 X 10- 3 3 11 
01. 01. 09.06 Metabolism oftrypohan 2.74 X 10 -4 4 16 
01. 06.0 1. 07 Isoprenoid biosynthesi 6.82 X 10- 3 3 19 
10.03.0 1. 01. 09 G2 1M transition of mitotic cell cyle 7.90 X 10- 3 3 20 
11. 02.03.0403 Transcriptional represor 9.08 X 10- 3 3 21 
14.04 Protein targeting ， sorting ， and translocation 4.07 X 10- 3 9 151 
20.09.07.05 Intra Golgi transport 4.93 X 10- 3 3 17 
20.09.13 Vacuolar transport 3.7 x 10 -4 9 108 
32.0 1. 03 Osmotic and salt stres response 9.3 6 X 10- 3 4 40 
43.0 1. 03.05 Buding ， cell polarity ， and filament formation 9.2 0 X 10 -4 12 20 





行った (Table 3.1 2) 。その結果、“phosate utilization ヘ“G lI S transition of mitotic cell cyle ヘ
“s岡田 response" などのが抽出された。浸透圧ストレス環境下においては、 HOGl 遺伝
子がコードするタンパク質が細胞周期を制御し、 G1 や G2 期において細胞周期を停止
する (Beli et al.， 201; Escote et al.， 204; Clotet et al. ， 206) 。浸透圧ストレス特異的な感
受性株から“G lI S transition of mitotic cell cyle" が抽出され、エタノールと浸透圧ストレ
スに共通な感受性遺伝子から“G2 瓜在 transition of mitotic cell cyle" が抽出されたことは、
細胞周期の調節は浸透圧ストレス環境下における増殖に必要であることを示した。
“phosate utilization" には、浸透圧ストレス応答に関連するシグナノレ伝達機構 (high
osmolarity glycerol (HOG) 経路、 Hohman et al. ， 20) の構成要素である STE20 、S K2 、
PBS2 、HOGl 遺伝子が浸透圧感受性遺伝子として含まれていた。これらの l遺伝子破壊
株は浸透圧ストレス環境下で特に低い比増殖速度を示した。
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Table 3.1 2. エタノーノレ感受性遺伝子で、はないが浸透圧感受性遺伝子で、ある遺伝子に多く存在する遺伝子機能カテゴリ
民但PS functional No. of gens in No. of gens in all 
category number 
MIPS functional category p-value 
selected gens (24) gens (4 ，138) 
01.01.06.04.01 Biosynthesi ofthreonie 9.83 x 10- 3 2 3 
01. 04.01 Phospate utilization 7.16 x 10- 3 26 270 
10.3.0 1. 01. 03 G lI S transition of mitotic cel cyle 4.15 x 10 -4 7 25 
10.3.04.01 Centrom /k inetochore complex maturation 9.83 x 10- 3 2 3 
32.01 Stres response 3.63 x 10- 3 30 310 
32.0 1. 01 Oxydative stres response 5.98 x 10- 3 8 48 
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3.54 エタノール耐性遺伝子と浸透圧耐性遺伝子の関連性
エタノール耐性遺伝子として、 CYB5 とYOR139C 遺伝子が選択され、浸透圧耐性遺伝
子として、 ALD6 、HOCl 、PROl 、SCP160 、SKYl 、TIP41 、UBP6 、YKL161C 、YNR04W 、
日VR036C 遺伝子が選択された。これらの遺伝子の機能を解析することで、それぞれの
ストレスに対する耐性機構の理解につながると期待される。これらの耐性遺伝子の遺伝
子機能について Table 3.13 にまとめた。
2 つのエタノール耐性遺伝子において、 YOR139C 遺伝子は dubios ORF であり、凝集
性の抑制に関連する SFLl 遺伝子 (Robertson and Fink ， 198) の相補鎖に存在する遺伝子
で、あった。 CYB5 遺伝子は、エタノール耐性に必要とされているステロールや脂質の合
成に関連する (Cast i11 o Agudo ， 192; Lamb et al. ， 19; You et al.， 203) 。これらの遺伝子
について詳細に解析を行うことでエタノール耐性に関連する有益な情報が得られると
期待される。
10 の浸透圧耐性遺伝子において、 ALD6 とSKYl 遺伝子の l遺伝子破壊株は浸透圧耐
性を示すことが報告されており (Eglinton et al.， 20; Forment et al.， 20) 、と選択された
浸透圧耐性耐性遺伝子は信頼できる情報であると期待される。 PROl 遺伝子はプロリン
合成に関連し、破壊株はプロリン要求性を示す。 PROl 破壊株は NaCl とFK506 の両物
質環境下で耐性を示すことが報告されている (Butcher and Schreiber ， 204) 。また、他の
プロリン合成に関連する遺伝子である PR02 遺伝子の破壊株が本研究で浸透圧感受性
を示すことや、プロリン過剰蓄積変異株は浸透圧耐性を示すことが報告されている
(Sekine et al. ， 207) 。これらのことよりプロリン合成と浸透圧耐性には強い関連性がある
ことが示唆された。他の浸透圧耐性遺伝子については、その機能と浸透圧耐性の関連性
は報告されていない。興味深いことに、浸透圧耐性遺伝子 10 株中 6株 (ALD6 、HOCl 、









CYB5 Cytochrme b5 ，involed in the sterol and lipid biosynthesi pathwys 












Cytoslic aldehy dehyrognase 
Alpha- ，6圃 manosyltransferase involed in cell wal manan biosynthesi 
Gam-glutamy kinase that catalyzes the frrst step in proline biosynthesi 
Esential RNA-bindg G protein efector of mating response pathwy 
SR protein kinase involed in mRN A metabolis and cation homestais 
Negatively regulates the TOR signaling pathwy 
Ub iquitin-specific protease 
Protein kinase implicated in the Slt2p mitogen-activated (MAP) kinase 
signaling pathwy 









た。遺伝子発現情報として、 FY834 株においてエタノール添加 30 分後のストレス応答
初期にあたる遺伝子発現変化の情報を用いた(第 2 章参照)0 Fig 3.8 に示すように、全
遺伝子に対して、遺伝子発現変化と遺伝子破壊による比増殖速度の変化に相関はみられ
なかった(ピアソンの相関係数 0.5) 。このことは、先行研究の結果と一致した (Giaevr
et al.， 20 、Waringer et al.， 203) 。
しかし、全遺伝子にデータに対する相関係数を用いた解析では、部分的な関連性を見
逃す可能性がある。そこで、エタノール感受性遺伝子の遺伝子発現変化の特徴を解析す
るために、 1 遺伝子破壊株コレクションにおいて破壊されている全 4729 遺伝子および
46 のエタノール感受性遺伝子のうち、エタノール環境下において遺伝子発現量が増加、
減少した遺伝子の割合を比較した (Fig.39A) 。その結果、 1遺伝子破壊株コレクション
において破壊されている全 4729 遺伝子に対し、エタノール感受性遺伝子で、は、遺伝子
発現量が増加もしくは減少した遺伝子の割合がそれぞれ有意に少なく (p < 0.01) 、遺伝
子発現量が変化しなかった遺伝子の割合が有意に多いことが分かつた (p < 0.05) 。一方
で、エタノーノレ環境下において菌体の増殖がみられる適応後の状態に対応するエタノー
ル添加後 180 分における遺伝子発現情報との比較においては、エタノール感受性遺伝子
において遺伝子発現変化の顕著な特徴はみられなかった (Fig.39B) 。また、 FY834 株の
浸透圧環境下における遺伝子発現情報を取得しており (Hirasw et al. ， 206a) 、浸透圧感
受性遺伝子との関連性について同様に解析を行った。その結果、浸透圧感受性遺伝子に
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連性。遺伝子発現情報として、エタノール添加前に対するエタノール添加後 (A) 30 
分と、 (B) 180 分の遺伝子発現量の比のデータを用いた。白色は遺伝子発現量が増加
した遺伝子の割合、灰色は遺伝子発現量が減少した遺伝子の割合、網掛けは遺伝子発
現量が変化しなかった遺伝子の割合、黒色はデータが存在しなかった遺伝子の割合を
示す。全ての l 遺伝子破壊株において破壊されている 4729 遺伝子の対し、 46 のエ
タノール感受性遺伝子において、*で示した割合は有意に低いこと(p < 0.01) 、**で示














の存在割合も有意に高いことが示された (Table 3.1 4) 。
遺伝子発現量が減少した遺伝子群に必須遺伝子が有意に多く含まれていた。それらの
遺伝子の機能について解析した結果、転写や翻訳に関連する機能に関連する遺伝子の存
在割合が全遺伝子に比べ有意に多いことが示された (Table 3.1 5) 。これらの機能に関連
する遺伝子の発現量がストレス環境下で減少がすることは多くのストレス環境下です
でに報告されており (Gasch et al. ， 20; Causton et al. ， 201) 、ストレス環境下では転写や
翻訳の頻度が低下していることが推測される。
80/137 
、 . ノc o  e n mr% 
， 、
J
o o  n y
『I
















ノ 圃 - -
h1・mr64 d  叩*%PA U1 
2 
No-change (3826 gens) 
* 8.6% 





口 Ethanol: sensitive 悶 Ethanol: sensitive 
No-stres: notgrwh defect 凶 No-stres: growthdefct 
旧 Ethanol: not sensitive 日 Ethanol: not sensitive 
• Esential 








各割合に対して、*で示した割合は有意に低いこと (p < 0.05) 、料で示した割合は有意
に高いこと (p < 0.05) を示す。
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Table 3.1 4. 発現量が増加した遺伝子において、破壊がエタノールと非ストレスの両環境下で増殖に影響を与えない遺伝子に多く存在
する遺伝子機能カテゴリ
MIPS functional No. of gens in No. of gens in all 
category number 
恥1IP S functional category p-value 
selected gens (314) gens (5 ，413) 
01. 03.16.01 RNA degradtion 5.06 x 10- 3 8 47 
01.06.01.07 Isoprenoid biosynthesi 2.4 2 x 10 -4 9 38 
10.0 1. 03.05 Extensio n/ polymerization activity 3.4 0 x 10- 3 7 35 
11. 02.01 rRNA synthesis 9.2 x 10- 18 25 53 
1.02.02 tRNA synthesis 1. 96 x 10- 12 17 36 
11. 04.01 rRNA procesing 7.3 4 x 10- 103 109 160 
1.04.02 tRNA procesing 1. 29 x 10 -4 10 43 
11. 06 RNA modifcation 5.65 x 10- 12 21 60 
11. 06.01 rRNA modifcation 1. 43 x 10- 16 15 18 
12.01 Ribosme biogensi 4.15 x 10- 25 65 267 
12.04 Translation 2.4 6 x 10- 9 21 80 
12.10 Aminoacyl-tRNAsyntheas 1. 2 x 10 -4 9 35 
16.03.01 DNA bindg 4.3 8 x 10- 5 2 150 
16.03.03 RNAbinding 1. 23 x 10- 21 47 162 
16.19.03 ATPbindg 5.85 x 10 -4 21 167 
20.9.01 Nu c1 ear transport 2.09 x 10- 3 1 70 
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Table 3.1 5. 遺伝子発現量が減少した遺伝子群に必須遺伝子に多く存在する遺伝子機能カテゴリ
おlIP S functional No. ofgens in No. of gens in all 
category number 
MIPS functional category p-value 
selcted gens (534) gens (5 ，413) 
01. 04.1 Phospate utilization 2.4 6 X 10 -4 56 358 
01. 05. 1. 01. 01 Sugar ， glucoside ， poly and carboxylate catbolism 1. 23 X 10-5 20 72 
01. 05. 1. 03.1 Sugar ， glucoside ， poly and carboxylate anbolism 1. 9 X 10 -4 1 3 
01.501.302.1 Glycogen biosynthesi 8.2 0 X 10- 3 3 5 
02.1 Glycolysi and gluconegsi 8.10 x 10 -4 14 56 
02.19 Metabolism of enrgy resrves (e.g. glycoen ， trehalose) 1. 76 X 10- 7 18 47 
14.01 Protein folding and stabilization 1. 93 X 10 -4 20 86 
14.07.03 
Modifcation by phosrylation ， dephosrylation ， 
5.06 x 10- 3 28 172 
Autophsrylation 
14.07.1 1. 01 Autoprteolytic procesing 1. 09 X 10- 3 8 23 
18.02.01.02.03 Proteas inhibitor 8.2 0 X 10- 3 3 5 
32.01 Stres respone 5.65 X 10- 7 76 45 
32.0 1. 01 Oxydative s仕es respone 1. 02 X 10- 3 13 51 
32.0 1. 07 Unfolde protein respone (ER quality control) 4.82 X 10- 3 13 60 





関連性について解析を行った。遺伝子発現情報として、第 2 章で解析を行った FY834
株と IF02347 株のエタノール環境下における遺伝子発現情報のクラスタリング解析の





受性遺伝子の割合に対して有意に高いクラスタを選択した (Table 3.16) 。その結果、ク
ラスタ NO.6 、7、16 にエタノール感受性遺伝子が有意に多く含まれていることが分か
った (Fig.3 .1 2) 。とれらのクラスタに含まれる遺伝子発現量の経時変化のパターンの特
徴として、クラスタ No.6 に含まれる遺伝子は、 FY834 株で、はエタノール環境下におい
て遺伝子発現量に変化はなく、 IF02347 株では遺伝子発現量の減少がみられた。クラス
タNO.7 とNo.16 に含まれる遺伝子は、 FY834 株ではエタノール環境下で、遺伝子発現量
が増加し、 IF02347 株では遺伝子発現量に変化はみられなかった。また、第 2 章で抽出
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Fig. 3.1 1. エタノール環境下における遺伝子発現情報のクラスタ リング結果 (F ig
2. 10 と同じ)c 29 個の各クラスタに属する遺伝子の発現パターンを示す。各グラフの
縦軸はエタノール添加前に対する添加後の遺伝子発現量の比の Log 2 の値を示し、横
軸はエタノール添加後の時聞を示す。各グラフの左側が FY834 株の遺伝子発現の経
時変化を、 右側が IF02347 株の遺伝子発現の経時変化を示す。グラフ内の右上の数
字は上段がクラスタ番号、 下段がクラスタに存在する遺伝子数を示す。
6 
一 一 一 一一Timea 仇er ethano l aditon 
Fig. 3.1 2. エタノ ノーレ感受性遺伝子が有意に多く含まれていたクラスタ。縦軸はエタ
ノール添加前に対する添加後の遺伝子発現比の Lo g，値を、横軸 はエタノーノレ添加後
の時間を示す。各グラフの左側は FY834 株、右側は IF0234 7 株の遺伝子発現の経時
変化をそれぞれ示す。横軸に平行な黒線は遺伝子発現比が l を、赤線は遺伝子発現が
2 倍変化したことを示す。
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Table.316. 各クラスタに含まれるエタノーノレ感受性遺伝子の割合
(c) (E) 
(B) Number of gens Number of ethanol sensitive (A) 
Number include in the gens (numbers in parenthse p value
ClusterNo. 
ofgens gens deleted in the repsent the percntag of 
all deletion strains (E) to (C) 
13 9 1 (1 1. 1) 0.61 
2 0() 
3 18 13 1 (7.7) 0.74 
4 2 14 2 (14 .3) 0.4 1 
5 24 20 0() 1. 0 
6* 58 41 9 (2.0) 0.2 
7* 106 86 15 (1 7.4) 0.2 
8 11 10 0() 
9 45 40 3 (7 .5) 0.78 
10 102 81 9 (1 1. 1) 0.4 1 
11 37 29 1 (3 .4) 0.95 
12 18 10 1 (1 0.0) 0.65 
13 10 10 2 (20.0) 0.2 6 
14 13 90 9 (1 0.0) 許 0.54
15 40 39 3 (7.7) 0.76 
16* 62 4 9 (20.5) 0.03 
17 42 30 1 (3 .3) 0.96 
18 19 81 11 (1 3.6) 0.18 
19 30 2 1 (4.5) 0.90 
20 109 79 6 (7 .6) 0.81 
21 16 11 0() 
2 142 120 15 (1 2.5) 0.2 1 
23 162 98 11 (1. 2) 0.38 
24 59 314 17 (5 .4) 1. 0 
25 35 25 2 (8.0) 0.73 
26 35 23 1 (4 .3) 0.91 
27 190 165 12 (7 .3) 0.91 
28 196 15' 5 9 (5.8) 0.98 
29 185 106 13 (1 2.3) 0.2 5 
-ーーーーーーーーーー圃ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー・・・・ーー- - --ー ーーーー・・・・・・・幽ーーーー・・・・ーーーーーーーーーーーーーーー・・・・ーーーーーーーーーー晶画・・ーーーーーー -ー -帽ー・・ーーーーーーーーーーーーーーーーー
No-change 1523 103 12 (1. 0) 0.8 
Total 4063 2869 285 (9.9) 













相関を示す遺伝子群に有意に少ない結果が得られた (Fig.3 .1 3) 。また、負の相関を示し
た遺伝子群に含まれる 10 のエタノール感受性遺伝子はクラスタ No.6 、7、16 、28 にそ
れぞれ l、4、3、2 遺伝子が属しており、クラスタ No.6 、7、16 はクラスタリング結果











生物種で遺伝子発現量 (Rocha and Danchi ， 204) やネットワーク的性質 (Hahn and 
Kem ， 205) などの様々な性質が保存されていることが報告されている。先行研究にお
いても、ストレス環境下での遺伝子発現変化において、必須遺伝子は異なる酵母の株間
で同じ発現変化を示す傾向にあることが報告されており (Tirosh et al. ， 206) 、遺伝子発
現変化においても株間で保存されている可能性が示唆された。
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口 Ethanol: sensitive 圏 Ethanol: sensitive 
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ング、解析に用いた遺伝子について、 FY834 株と IF02347 株の遺伝子発現の経時変化
の相関係数を計算し、逆相関(相関係数 -1 ~ -0 .4)、相関なし (-0 .4 ~ 0.4)、王の相関(相





各割合に対して、*で示した割合は有意に低いこと (p < 0.5) 、**で示した割合は有意
に高いこと (p < 0.5) を示す。
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Fig. 3.14. エタノール感受性遺伝子と遺伝子発現変化の類似性との関連性。 (A) エタ
ノール環境下における FY834 株と IF02347 株の遺伝子発現の経時変化の相関係数を




ープにおいて、*で示した割合は有意に低いこと (p < 0.05) 、料で示した割合は有意に













遺伝子発現情報として、対数増殖中期の FY834 株と IF02347 株をそれぞれ培養し、
対数増殖中期における遺伝子発現量の比を DNA マイクロアレイにより解析したデータ
を用いた。 DNA マイクロアレイの実験誤差より、 2 倍以上発現比が異なる遺伝子をそ
れぞれの株で特異的に高発現している遺伝子とした。その結果、 405 遺伝子が FY834 株
で特異的に高発現し、 396 遺伝子が IF02347 株で特異的に高発現していた。なお、第 2
章において TRP 遺伝子が IF02347 株で高発現していることをノーザン解析で明らかに
したが、その発現比は 2 倍以下であり、アレイデータにおいても TRP 遺伝子の発現比
は 2 倍以下であったため、 IF02347 株で高発現している遺伝子に TRP 遺伝子は含まれて
いなかった。
得られた FY834 株と IF02347 株で発現量が異なる遺伝子の情報を用い、エタノール
感受性遺伝子における両株で発現量の異なる遺伝子の割合を解析した。その結果、エタ
ノール感受性遺伝子において、 FY834 株で発現量が高い遺伝子は有意に少なく、 IF02347
株で遺伝子発現量が高い遺伝子は有意に多いことが分かった (Fig 3.15) 。このことより、
エタノール耐性株である IF02347 株ではエタノール環境下での増殖に必要な遺伝子が
もともと高く発現している傾向にあることが分かつた。このことは、第 2 章において破
壊がエタノール感受性を引き起こした TRP 遺伝子が IF02347 株において FY834 株より
高発現していたことと一致した。 IF02347 株において FY834 株より発現量が高い遺伝子
には、エタノール耐性と関連があるエノレゴステロール合成に関連する遺伝子 (ERG5 、
ERG 6) や、ミトコンドリアの機能に関連する遺伝子 (MRPl ，MRPL32 、MRPL40 、MRPS17 、
QC R2 、Rl Pl など)が存在した。また、エタノール感受性遺伝子において IF02347 株で
発現量が高い 43 遺伝子中 27 遺伝子は、そのコードするタンパク質の局在部位がミトコ
ンドリアで、あった。ミトコンドリアはエタノーノレ耐性に重要な役割を担っていることが
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Fig. 3.15. エタノール感受性遺伝子とエタノール耐性能の異なる株間の非ストレス環
境下における遺伝子発現量の比較情報の関連性。白色はエタノール耐性株である




いこと (p < 0.05) 、**で示した割合は有意に高いこと (p < 0.01) を示す。
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Fig. 3.16. エタノール感受性遺伝子とエタノール耐性能の異なる株間の非ストレス環














子が数百存在することを明らかとし、 Environmetal Stres Respon (ESR) 遺伝子と名付
けた (Gasch et α1.， 20) 。このように様々なストレス環境下に共通して発現が変化する
ESR 遺伝子は、ストレス耐性とどのように関連しているのかを解析するために、遺伝子
破壊株の情報との関連性を解析した。 Table 3.17 に全ての遺伝子について各環境下にお
ける感受性遺伝子と耐性遺伝子の遺伝子数を再掲した。 Table 3.18 に遺伝子発現量が減
少する ESR 遺伝子について、各環境下における感受性遺伝子や耐性遺伝子の遺伝子数













































NaCl 329 379 10 
エタノールおよび NaCl 環境下における遺伝子数は、非ストレス環境下に
おいて破壊が増殖阻害を引き起こす遺伝子を除いたものである。
Table. 3.18. 遺伝子発現量が減少する ESR 遺伝子における感受性遺伝子と
耐性遺伝子の遺伝子数




























NaCl 14 137 2 
エタノールおよび NaCl 環境下における遺伝子数は、非ストレス環境下に
おいて破壊が増殖阻害を引き起こす遺伝子を除いたものである。*はその
遺伝子の割合が、 Table 3.17 に示す遺伝子の割合と比べて有意に多く (p<-
0.05) 、**はその遺伝子の割合が有意に少ない (p < 0.05) ことを示す。






















NaCl 25 241 0 
エタノールおよび NaCl 環境下における遺伝子数は、非ストレス環境下に
おいて破壊が増殖阻害を引き起こす遺伝子を除いたものである。*はその
遺伝子の割合が、 Table 3.17 に示す遺伝子の割合と比べて有意に多く (p<
0.05) 、**はその遺伝子の割合が有意に少ない (p く 0.05) ことを示す。
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3.65 エタノーノレ感受性遺伝子の過剰発現のエタノール耐'性への影響
第 2 章において、遺伝子破壊がエタノール感受性を引き起こした TRP 遺伝子の過剰
発現がエタノール耐性の向上につながった。そこで、エタノール環境下で破壊最も低い
比増殖速度を示した l 遺伝子破壊株において破壊されている遺伝子 (LDB19 、MEHl 、
PR02 、YNL35 玖 Fig.317) について過剰発現株を構築し、エタノーノレ耐性への影響を
解析した。
LDB19 遺伝子の破壊ではテロメア長の短縮を引き起こすことや、細胞表層の酸性糖タ
ンパク質を染色するアルシアンブルーとの染色効率の低下を引き起こす (Askre et al. ， 
204; Corbach et al. ， 205) 。しかし、これらの機能とエタノール耐性の関連性は報告さ
れていない。 MEHl 遺伝子の破壊は液胞の酸性化に感受性になることが報告されている
(Gao et al.， 205) 。エタノーノレストレスは細胞内を酸性化するため (Rosa and Sa ・Coreia ，
196) 、細胞内の pH の恒常性を保つために細胞内プロトンをIr V-ATPase により液胞に
輸送することがエタノール耐性に重要な役割を担うと考えられている (F 吋ita et al. ， 





(Takgi et al.， 205) 。四'L 35W 遺伝子の翻訳産物は hypothetica1 protein であるが、エタノ
ール耐性に必要な何らかの機能を有している可能性がある。
これらの遺伝子のエタノール環境下における遺伝子発現情報については、LDB19 遺伝
子のみがクラスタリング解析に用いられ、クラスタ NO.29 に含まれており、 FY834 株
で発現量が大きく低下していた。また、非ストレス環境下における FY834 株と IF02347
株の遺伝子発現量の比較のデータにおいては全ての遺伝子においてアレイの実験誤差
範囲内であり、両株で発現量に違いはなかった。 LDB19 遺伝子に関しては IF02347 株
に比べ FY834 株で発現量が大きく減少していたことから、過剰発現によりエタノール
環境下での発現量の減少が抑制され、エタノール耐性が向上する可能性が期待された。
これらの遺伝子について、 l 遺伝子破壊株の基準株として用いた BY4742~his3 株を元株
として 1遺伝子過剰発現株を構築し、エタノール環境下における比増殖速度を測定した。
しかし、これらの過剰発現株は元株の比増殖速度に顕著な違いは観察されず、エタノー
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Fig. 3.17. エタノール環境下で最も低い比増殖速度を示した l遺伝子破壊株の培養結
果。 (A) 基準株として用いた HIS3 破壊株、 (B) LDB19 破壊株、 (C) MEH1 破壊株、 (D)
PR02 破壊株、 (E) 即 'L 335W 破壊株の非ストレス環境下 (0) とエタノール環境下
(マ)における培養結果を示す。白抜きと黒抜きの記号比繰り返し培養の結果を示す。
Table 3.2 0. エタノール環境下における l遺伝子過剰発現株の比増殖速度
Averag specific Standard deviation of 
Strain 
growth rate (1/h) specific growth rate (1/h) 
d. his3/pLDB 19 0.1 71 7.0 x 10- 3 
d. his3/p おfiH1 0.17 5.9 x 10- 3 
d. his3/pPR02 0.172 6.3 x 10- 3 
d. his3/pYNL35W 0.172 5.7 x 10- 3 
t~his3/pAUMCENARS 0.176 6.3 x 10- 3 
3 回の培養実験における比増殖速度およびその標準偏差を示す。 d. his3/pLDB19 、
d. his3/pMEH1 、d. his3/pPR02 、幼is3/pYNL35W はそれぞれ LDB19 、MEH1 、PR02 、
YNL35W 遺伝子の遺伝子過剰発現株を示す。 d. his3/pAUMCENARS は過剰発現


































た (Table 3.6) 。また、ベルオキシソームがエタノーノレ環境下における増殖に必要な機能
であることを新規に明らかにした (Table 3.6) 。ベルオキシソームに関連する PEX 遺伝
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子に含まれるエタノール感受性遺伝子は全て、ベルオキシソームでのタンパク質輸送に
関連する膜タンパク質をコードしており (Tab1e 3.7) 、さらにそれらの遺伝子の破壊株に
おいてはベルオキシソームの合成が観察されないことが報告されている (Erdman et 
α1.， 198; Brocad et al. ， 197; Huhse et α1. ， 198; Koler et α1. ， 19; Hetma et al. ， 20; 
Rehling et al. ， 20; A1bertini et al. ， 201; Birschman et al. ， 205) 。また、ペルオキシソー
ムの機能である、脂肪酸の P酸化やリジン合成に関連する l遺伝子破壊株はエタノール





った (Tab1e 3.6) 。ミトコンドリアの機能である呼吸の欠損株がエタノール感受性を示す
ことや (Agui1era & Benitez ， 1985) 、エタノーノレ耐性がミトコンドリアゲノムに依存する



























ことが示唆された。この原因については、例えば、 '3 .3 .6 .4節に記述したように、様々な
ストレス環境下に共通して遺伝子発現量が増加する遺伝子が数百存在し (ESR 遺伝子)、
それらの多くには発現制御に関わるシスエレメント Stres response elmnt (STRE) がプ
ロモータ領域に存在することから共通の発現制御下にあると考えられている (Gasch et 
al. ， 20) 。しかし、発現量が増加する ESR 遺伝子に含まれるエタノール耐性に必要な
遺伝子の割合は多くはなかった (Table 3.19) 。また、多くのアミノ酸合成に関連する遺
伝子は Gcn4 タンパク質により遺伝子発現が制御されている(N at 町 ajn et al. ， 201; 
Hinebusch ， 205) 。しかし、第 2 章でみられたように発現量が増加した遺伝子が関連す












そのために、第 2 章で解析した FY834 株と IF02347 株のエタノーノレ環境下における遺
伝子発現情報のクラスタリング結果において、どのクラスタに有意にエタノール感受性
遺伝子が多く含まれているかを解析した。その結果選択された 3 つのクラスタに含まれ
る遺伝子は、両株で異なる発現パターンを示した (Fig. 3.1 2) 。また、その中の一つは、
第 2 章において抽出したエタノール耐性に関連する TRP 遺伝子が含まれるクラスタで








また、エタノール耐性酵母である IF02347 株において FY834 株より非ストレス環境
下で高発現している遺伝子にエタノール環境下での増殖に必要な遺伝子が多く含まれ
ていた (Fig.3 .1 5-16) 。最近、培養途中に培養液に NaCl などのストレスを添加すると同
時にタンパク質の合成阻害剤であるシクロヘキシミドを添加しでも、ストレスに対する


















において破壊されている遺伝子 (LDB19 、MEHl 、PR02 、YNL35 W) の過剰発現株を構






た PR02 遺伝子はプロリン合成に関連し、PR02 遺伝子の破壊はプロリンを合成できず、
プロリン要求性を引き起こす (Tomenchk and Brandris ， 1987) 。また、最終生産物である
プロリンの蓄積変異株はエタノール耐性を示す (Takgi et al 吋 205) 。そのため、 PR02
遺伝子の過剰発現により Pro2 タンパク質の量が増え、触媒する反応が活性化し、プロ
リンの生産量の増加によりエタノール耐性の向上が期待された。しかし、プロリン合成
経路では、 Fig. 3.18 に示すように合成されたプロリンが Pro1 タンパク質の活性をフィ
10/37 
ードパック阻害するため (Sekine et al. ， 207) 、ある一定以上プロリンの生産量は増えな
い。このことにより、 PR02 遺伝子の過剰発現はエタノーノレ耐性の向上につながらなか
ったと推測される。実際には、プロリンのフィードパック阻害を受けない PROl 変異遺
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壊がエタノール感受性を引き起こした遺伝子について、第 2 章では TRP 遺伝子の過剰
発現がエタノール耐性につながったが、本章で選択した遺伝子 (LDB19 、MEHl 、PR02 、











在、 1遺伝子破壊株コレクションは大腸菌 (Bab et al. ， 206) や分裂酵母 (Park et al. ， 




























RNA polymerase II 
Fig. 4. 1.遺伝子発現機構。遺伝子の発現は RNA ポリメラーゼと複数のタンパク質か
らなる基本転写因子が ORF 上流に存在するプロモータ配列に結合し、 RNA ポリメラ




出芽酵母 Sachromyes cerevisiae において、ストレス環境下で遺伝子発現量の増加を
引き起こすシスエレメントとして Stres Respon Elemnt (STRE) が存在する。トランス
エレメントである Msn2p もしくは Msn4p が STRE に結合することで遺伝子の発現量を
増加させる (Martinez et al.， 196; Schmit et al. ， 196) 。また、様々なストレス環境に共通
して遺伝子の発現量が増加する遺伝数百の遺伝子が存在し、それらの遺伝子の ORF 上
流には STRE が存在することから、ストレス環境下で多くの遺伝子が STRE により制御
されている (Gasch et al.， 20; Causton et al. ， 201)0 MSN2 とMSN4 遺伝子の二重欠損株
においては、ストレス環境下で野生株では発現が増加する遺伝子の発現が抑制され
(Gasch et al.， 20; Causton et al.， 201) 、様々なストレスに感受性を示す (Martinez et al.， 
196; Kandro et al.， 204; Domi 仕ovic et al. ， 206) など、 STRE はストレス耐性に重要な役







STRE に制御される既知の遺伝子において、 STRE は ORF 上流 10 - 60 bp の領域にク
ラスタ化して存在することや (Moskvina et al. ， 198) 、ORF 上流に存在する STRE の数が、
ストレス環境下における遺伝子発現量の増加割合に影響を与えることが報告されてい








4.21 ゲノム配列および STRE の抽出
Sachromyes genome datbase (htp:/w.yeastgenome.or g/)より全ての遺伝子につい
て ORF とその上流 10 bp の配列情報を取得し
(均:/ / genom- ftp.stanford.edu/pub/yeastldat_ downlad/sequnc/ genomic _ sequnc/orC dn a/ 0 
rCgenomic _10_ al l. fasta.gz) 、各遺伝子について ORF 上流 10 bp の配列を抽出した。
抽出した配列に対し、 STRE のコンセンサス配列 (AGGGG とCCT) を用いて、各遺
伝子の ORF 上流 10 bp における STRE の存在位置と存在数を解析した。
4.2 遺伝子発現情報
遺伝子発現情報として、出芽酵母 FY834 (MA T'I αhお3L1 20 ura3-52 leu2 L1 1 lys2A0 
trpl L1 63) のNaCl およびソルピトールによる浸透圧ストレスに対する遺伝子発現変化を
DNA マイクロアレイにより解析した情報を用いた (Hirasw et al.， 206a ， Hirasw et al. ， 




る酵母の遺伝子発現情報を用いた (Causton et al. ， 201) 。
4.23 無作為化検定








Sachromyes genome datbase (htp:/w.yeastgenome.or g/)より取得した酵母の各遺
伝子の ORF 上流 10 bp における ST 阻の存在位置を解析した。その結果、 6718 遺伝
子中 3627 遺伝子において STRE が 1 か所以上存在し、 139 遺伝子において STRE は 2
か所以上存在していることが明らかとなった。 STRE の存在位置と遺伝子発現変化の関
連性を解析するにあたり、複数の STRE の存在の影響を除くために、 ORF 上流 10 bp 
内に STRE が 1つのみ存在する遺伝子に対して解析を行った。 ORF 上流 10 bp を翻訳
開始コドンから 50 bp ごとに区切り、遺伝子を STRE の存在位置に応じて分類した。各
領域に STRE が存在する遺伝子群において、 0.5 M NaCl ストレスにより遺伝子発現量
が増加した遺伝子の割合を解析した (Fig.4 .2 A) 。その結果、 51 四 30 bp に STRE が存在
する遺伝子群において遺伝子発現量が増加した遺伝子の割合が STRE を持たない遺伝
子群に対し有意に高いことが分かつた(p く 0.01) 。
この結果の一般性を確認するために、他のストレスに対する遺伝子発現変化の情報を
用いて解析を行った。その結果、酸ストレス (Fig.4 .2 B) や、異なる NaCl 濃度によるス
トレス、ソルピトール、高温、アルカリ、過酸化物などのストレスに対する遺伝子発現
情報 (Causton et α1. ， 201; Hirasw et al. ， 206a; Hirasw et al. ， 206b) を用いた時も同
様の結果が得られた。この結果が、 STRE により引き起こされたことであるかを確認す
るために、 'STRE に結合する転写因子をコードする MSN2 とMSN4 の二重欠損株の酸ス
トレスに対する遺伝子発現変化の情報を用いて解析を行った。その結果、 MSN2 MSN4 
二重欠損株では、 STRE の存在位置と遺伝子発現変化に関連性は見られなかった (Fig.
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ORF 上流 10 bp に存在する STRE の数に応じて遺伝子を分類し、 0.5 MNaCl ストレス
に対して遺伝子発現量が増加した遺伝子の割合を計算した。その結果、 STRE の存在数
と遺伝子発現量が増加した遺伝子の割合に正の相闘がみられ、 STRE が ORF 上流に多く
存在するほど、ストレス環境下で遺伝子発現量が増加する傾向が高いことが分かつた
(Fig. 4.3 A) 。前節で解析した遺伝子発現変化に影響を与える STRE の存在領域である
ORF 上流 51 - 30 bp に存在する STRE 数にもとづき同様の解析を行った。その結果、
STRE の存在数が多いほど遺伝子発現量が増加する傾向がより顕著にみられ、 ST 阻が 3












































Number of STRE 
Fig. 4.3. STRE の存在数とストレス環境下における遺伝子発現変化の関連性。 Al は解
析に用いた全ての遺伝子数を示す。 0~7 の数字は ORF 上流 (A) 10bp および(B) 51 
-30 bp に存在する STRE の数を示す。括弧内の数字は、対応する数の STRE が ORF
上流の各領域に存在する遺伝子数を示す。網掛けは遺伝子発現が増加した遺伝子の割
合、白色は遺伝子発現が変化しなかった遺伝子の割合、灰色は遺伝子発現が減少した
遺伝子の割合を示す。遺伝子発現情報には 0.5 M NaCl 環境下におけるデータを用い
た。
Number of STRE 
さらに、 STRE の存在数と遺伝子発現量の増加の大きさの関連性について解析を行っ
た。 ORF 上流に存在する STRE 数に応じ遺伝子を分類し、 0.5MNaCl ストレスによる遺
伝子発現変化の分布を調べた。その結果、 STRE が多く存在する遺伝子ほど、ストレス
により発現量が大きく増加した。また、その傾向は、 ORF 上流 10 bp に存在する STRE
109/37 
数より、 51-30bp に存在する STRE 数を用し1た時により顕著になった (Fig. 4.4 AB) 。
例えば、遺伝子発現量が 4 倍以上増加した遺伝子の割合は、 ORF 上流 51 ・ 30 bp に 1
つのみ STRE が存在する遺伝子では 13% であるのに対し、 3 つ STRE が存在する遺伝子
では 63% と高かった。また他のストレス環境下の遺伝子発現情報 (Causton et al. ， 201; 
Hirasw et al. ， 206a; Hirasw et al. ， 206b) においても同様の結果が得られた。例えば、
酸ストレス環境下においては、遺伝子発現量が 4 倍以上増加した遺伝子の割合は、 51 -
30bp に lつのみ STRE が存在する遺伝子では 2.3%であるのに対し、 3 つ STRE が存在
する遺伝子では 13.6% であった (Fig. 4.4 CD) 。
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Fig. 4.4. STRE の存在数と遺伝子発現変化の大きさの関連性。実線は、図内に示した
数の STRE が ORF 上流 (A) 10 bp および (B) 51 -30 bp に存在する遺伝子について
0.5 MNaCl 環境下における遺伝子発現変化比の分布を示す。酸ストレス環境下におけ
る遺伝子発現'情報を用いて同様の解析を行った結果を(c)と (D) に示す。 Y 軸に平




STRE に制御される遺伝子は ORF 上流に複数の STRE が存在し、さらにそれらがクラ
スタ化して存在する傾向にあることが報告されている (Moskvina et al. ， 198) 。このこと
より、複数の STRE が存在するとき、それらの距離が近いほどストレス環境下で遺伝子
発現量が増加する傾向が高いと推測される。そこで、このことを確認するため、 ORF
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Fig. 4.5. ORF 上流に存在する 2 つの STRE 聞の距離とストレス環境下における遺伝子
発現変化の関連性。括弧の外の数字は、 ORF 上流 51 - 30 bp に 2 つの STRE が存在
する遺伝子における STRE 聞の距離を示す。括弧内の数字は、その STRE 間の距離を
示す遺伝子の数を示す。縦軸は、 STRE 聞の各距離を示す遺伝子において、 (A) 0.5 M 







発現変化に与える影響を解析した。その結果、 ORF 上流 51 凶 30 bp に存在する STRE
がストレス環境下における遺伝子発現量の増加に影響を与えることが分かつた。また、
STRE の存在数と遺伝子発現変化の関連性について解析したところ、 STRE の存在数が
多いほどストレス環境下で遺伝子発現量が増加する傾向が高く、発現量の増加量も大き
くなることが明らかとなった。先行研究では、 ORF 上流 10 - 60 bp に存在する STRE




ORF 上流 51 -30 bp に STRE が存在することが、 Msn2p や Msn4p と基本転写因子の相
互作用に適した距離であると推測される。また、 ORF 上流に複数の STRE が存在するほ
ど、その遺伝子はストレス環境下で遺伝子発現量が増加する傾向が高いことは、 STRE
の存在数が多いほど、そのトランスエレメントである Ms n2 p や Msn4p が結合する確率
が高くなるためであると推測される。 STRE の存在数が多いほど遺伝子発現量が大きく
増加することより、基本転写因子は複数の Ms n2 p とMsn4p と相互作用し、相互作用が
多いほど転写が活性化されることが推測される。
本研究では、 STRE のコンセンサス配列にもとづき、 ORF 上流における STRE の存在
を推測したため、必ずしも転写因子が結合するとは限らない。また、ヌクレオソームの
結合部位などのクロマチン構造が転写因子の結合に影響を与えることもある (Segal et 
al. ， 206; Tirosh et al. ， 208) 。現在、染色体免疫沈降法 (C hIP; Chromatin 
Imuno-Preciptaion) とDNA マイクロアレイを組み合わせた C hIP -chip 法 (Ren et al. ， 
20) を用いることで、細胞内において目的タンパク質が実際に結合しているゲノムの
部位を同定することが可能である。 ChIP-chip 法を用い、ストレス環境下において Msn2p




第 2 章と第 3 章で解析した、 FY834 株と IF02347 株において異なる発現変化を示した遺
伝子の原因をゲノム配列の観点からの理解につながる情報になると期待される。ゲノム












エレメントの一つである STRE について、ORF 上流における存在位置や存在量が遺伝子
発現に与える影響を解析した。その結果、 ORF 上流 51 -30 bp に存在する ST 胞がス
トレス環境下における遺伝子発現量の増加に影響を与え、また、その存在数が多いほど
発現量が増加する確率が高く、その発現量の増加割合も高いことが分かつた。




ゲノム配列は親株にあたる S28c 株において解読されているが (Gofeau et al. ， 196) 、
IF02347 株のゲノム配列は解読の途中であるため、両株のゲノム配列を比較することは
できない。 IF02347 株のゲノム配列が解読された時、本研究で得られた STRE の存在位































果、エタノール環境下で、 FY834 株と IF02347 株において、異なる遺伝子発現の経時変





















子に着目した育種が行われいる (Imaizu et al. ， 205; Hirasw et al. ， 206a; Le et al. ， 





度にとどまっており、詳細な解析は行われていなかった (Giaevr et al. ， 20; Wa 町 inger





































列の比較による育種や(ゲノム育種、 Ohnis et al. ， 205) 、細胞内の代謝反応をモデル化
し的 silico で細胞育種につながる代謝改変の予測による育種 (genom-scale model 、
Edwars and Palson ， 20; Fδrster et al. ， 203) などがある。細胞内では、遺伝子が発現し
タンパク質となり、タンパク質が代謝反応を触媒することで細胞の表現型に影響を与え
る。この過程で、ゲノム育種はゲノム配列の変化がタンパク質の活性を変化させること
に着目した育種法であり、 genom-scale model は代謝反応の有無に着目した育種法であ
る。一方、本研究の対象とした遺伝子発現情報にもとづく育種は、遺伝子発現量の変化
(タンパク質量の変化)が表現型に影響を与えることに着目した育種法である。遺伝子
発現量の変化が表現型に与える影響はゲノム育種や genom-scale model では考慮されて
おらず、遺伝子発現情報にもとづく育種は、他の育種では解析できない細胞情報の側面














が可能となった (Gelperin et al.， 205; Sopk et al. ， 206; Niu et al. ， 208) 。この過剰発現株







どの l遺伝子破壊株や 1遺伝子過剰発現株が構築されている生物種を用いて (Kitagw
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